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Resumo

A locomocdo é uma importante funcdo para os seres vivos. @leraambientais que
ocorram durante o periodo critico do desenvolvimento podem promover msidaoca
desenvolvimento da atividade locomotora, trazendo prejuizos paravirai Trabalhos que
utilizam a analise automatica de comportamentos sao ddegiaportancia para o estudo da
locomocgédo. Dentre os sistemas que podem influenciar o desemsote da atividade
locomotora, encontra-se 0 sistema serotoninérgico. Sugere-sesugueatuacao seja
intermediada via receptores 5-HAT Esta dissertacdo teve como objetivo estudar as
repercussdes da manipulacao farmacoldgica, cronica ou agudagoaista parcial 5-HRk
sobre a atividade locomotora em ratos. No primeiro estudo,efenyolvido um sistema
automatico de andlise da atividade locomotora de pequenos sravediados em um campo
aberto. Este sistema permite estudar a atividade locomet@édenciar se estimulagdes
ambientais adversas podem promover alteracdes no padrdo de locobegtgosistema, sao
extraidos parametros de distancia percorrida, velocidade npadéncia média, tempo de
imobilidade, nimero de paradas, tempo de permanéncia nas amsEsmDe relacdo tempo
de imobilidade/nimero de parada. Sua validacdo ocorreu a partanéddise do
desenvolvimento da locomoc¢do em ratos normais. Foram utiliZz&8dcstosWistar machos,
avaliados no 8°, 14°, 17°, 21°, 30° e 60° dia pOs-natal, d@ramteutos. O sistema mostrou-
se capaz de extrair eficazmente os parametros desejadss I0ama, foi possivel observar
modificagcdes no padrao de locomocdo dos animais, devido ao senvo@imento. No
segundo estudo, buspirona foi administrada cronicamente, 1° ao 2#° i pos-natal, via
subcutanea, nas doses de 2,5 (n=13), 5 (n=13) e 10 (n=13) mg/KgtasmNos animais
controle, foi administrada salina (n=14). Foram utilizados &&Mistar machos. O sistema
utilizado, as idades e parametros avaliados foram os medmogrimeiro estudo. O
tratamento neonatal reduziu a poténcia média, aos 60 dias, ema®dinses utilizadas.
Também alterou a evolugcdo da caracteristica de niumero de paraets;do tempo de
imobilidade/namero de parada, nas doses mais baixas, durantsevalgimento. Nos
mesmos animais, submetidos a manipulagdo neonatal, foi realg@tacdo aguda de
buspirona (5mg/Kg), aos 70 dias, e, 30 minutos apds a administrdo@&ojrecdo avaliada
durante 10 minutos. Em todos os animais, ocorreu diminuicdo da ativideol@dtora,
indicando um possivel efeito sedativo da droga. Notavelmente, observmducdo da
distancia percorrida e do numero de paradas, e aumento no tenmpobi@&ade. Entretanto,
0 grupo que recebeu a dose mais alta de buspirona durante o aleitametio¢céd da
distancia percorrida foi menor. Em resumo, a manipulacdo néauatabuspirona altera
alguns parametros da atividade locomotora. A administracdo agudasgeona ocasiona
reducdo da locomocéo. Porém, em menor intensidade nos anirt@dssraom a maior dose
do farmaco, durante o aleitamento, sugerindo ocorréncia do fendagprogramacao.

Palavras-chaves:Atividade locomotora, analise automatica da locomocéao, desémenito,
programacao, serotonina, buspirona, campo aberto, ratos.



Abstract

Locomotion is an important function to living beings. Environmental cleniat occur
during the critical period of development can promote changes irdelelopment of
locomotor activity, bringing impairment for the individualWorks using automatic analysis
of behavior are of great importance for the study of locomo#wonong the systems that can
influence the development of locomotor activity is serotonergstesy. It is suggested that its
action is mediated via 5-HI receptors. This thesis aimed to study the effects of
pharmacological manipulation, chronic or acute, with 5-Hpartial agonist, on locomotor
activity, in rats. In the first study, we developed an autethaystem for the analysis of
locomotor activity of small animals, subjected to an open fiefis system allows the study
of locomotor activity verifying if adverse environmental stiimmay alter locomotor pattern.
Covered distance, average velocity, average potency, imitgdbile, number of stops, time
the rat spent in the different areas of the open field and intitgotime/number of stops
relationship were the studied parameters Validation of thiesysccurred by the analysis of
the locomotor development in normal rats. 19 nvalistar rats were used, and studied at the
8" 14" 17" 21% 30" and 68" postnatal days, during 2 minutes. The system proved to be
able to effectively extract the desired parameters. Thwast possible to observe changes in
the pattern of locomotion of animals, due to its developmenhdrsécond study, buspirone
was administered chronically, from th& tb the 2% postnatal day, subcutaneously, in doses
of 2.5 (n=13), 5 (n =13) and 10 (n = 13) mg/Kg, in rats. In coatizhals was administered
saline (n = 14). 53 mal/istar rats were used. System used, ages and parameter edaluat
were the same at the first study. Neonatal treatment rddbeeaverage potency, at 60 days,
in all doses used. It also changed evolution of characteristibeohamber of stops and
immobility time/number of stops relationship, at lowest dosesngutevelopment. In those
animals submitted to neonatal handling, acute application of busgbang/Kg) was made,
at 70 days, and 30 minutes after administration, the locomotion easuned for 10 minutes.
In all animals, locomotor activity was decreased, indicatingpssible drug sedative effect.
Noteworthy, we observed a reduction of covered distance and num&tepsef and increased
time of immobility. However, the group that received the higltose of buspirone, during
lactation, the reduction in covered distance was lower. In gaonatal administration with
buspirone changes some parameters of locomotor activity. Adoimigtration of buspirone
reduces locomotion. Nevertheless, at lower intensity in asitnehted with the highest dose
of the drug, during lactation, suggesting occurrence phenomenon cAipnogng.

Keywords: locomotor activity, automatic analysis of locomotion, develepn
programming, serotonin, buspirone, open field, rats.
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1 Apresentagéo

A locomocéo é de vital importancia para a vida de relacacan®sais necessitam
locomover-se para obtencdo de alimento, procura de parceircepasducdo e nas situacdes
de luta e fuga, sendo o comportamento motor fundamental pareeavpgg® da espécie. Este
comportamento segue uma sequéncia pré-determinada de desenvolvseadb cada fase
importante para obtencdo do padrao locomotor funcional do adulto. Variossfaodem
influenciar a aquisicdo deste padrdo, acelerando-a ou retardaRdimies que atuem durante
um periodo de maior vulnerabilidade dos sistemas relacionados a t@m(meuro-muasculo-
esquelético) podem induzir alteracdes expressivas nesta. &dgueres, essas podem ter
carater irreversivel. Estudos realizados pelo grupo Nutri¢dyropsicofarmacologia e
Imunidade (NNI) j& demonstraram que a manipulacdo nutricionahicio da vida, é capaz
de alterar o desenvolvimento e promover modificages tamdiasividade locomotora.

Além da nutricdo, 0 nosso grupo estuda alteragcdes sobre o desenvalviment
promovidas por manipulacdes dos sistemas de neurotransmissao, ndepere- e pos-
natal. Para tanto sdo utilizados farmacos que nos permitemaradt producdo, liberacao,
recaptacdo, ou até mimetizar a acdo do préprio neurotransnitssaelacao a influéncia da
serotonina sobre o desenvolvimento, varios sistemas ja fovas @& estudos, como sistema
digestério, circulatorio, imunoldgico, além do comportamento agmessalimentar e
locomotor. Neste Gltimo, dentre as alteragbes encontratiasyvaram-se modificagbes no
desenvolvimento reflexo e na atividade locomotora.

Outro aspecto estudado pelo grupo é a possibilidade de repercusdiEs tm
virtude de manipulacdes precoces do sistema serotoninérgice-s&afue alteracoes,
induzidas na fase inicial da vida, podem promover modificactestieais e funcionais,
programando respostas alteradas, na vida adulta. Estas moeiicaodem diminuir a
capacidade do organismo em se adaptar a situacdes adv@msasgdo-o mais vulneravel a
doencas.

A literatura refere diversos exemplos de manipulagédo fastbgica em animais.
Poucos, porém, sdo os relatos que envolvem a manipulagdo cronicsistdma
serotoninérgico, durante o periodo critico do desenvolvimento, eusatid da locomocgéo.
Escassos também sdo os relatos sobre a manipulagéo de algptarrespecifico. Este tipo
de estudo permite a observacéo da funcéo do receptor sobmT@Lao.

Esta dissertacdo esta estruturada conforme a “Regulamendtacidesa e normas de

apresentacdo dos Programas de PoOs-graduacdo do Centro de Cién@asidda da
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Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)”. Assim, artlis§e contém: revisdo da
literatura, material e métodos, resultados (artigo oridgire2) e consideracdes finais.

O Artigo Original 1, intitulado “Validagdo de sistema auton@tie analise da
atividade locomotora em roedores”, sera enviado para a revstanal of Neuroscience
Methods”. Neste os autores apresentam um novo sistema de eatudoodhogcdo para
roedores e realizam sua validagéao.

O Artigo Original 2, intitulado “Tratamento neonatal com agoniskélsa: influéncia
sobre o desenvolvimento da locomocdo e programacédo da resposta agsdaana”, sera
enviado para a revista “Behavioural Brain Research”. Ggaarapresenta estudo da
manipulagdo com agonista parcial 54T em duas diferentes fases da vida, sobre a

locomocgéo.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

« Avaliar a atividade locomotora, através de um sistema atitorde andlise, em ratos

submetidos ou ndo a manipulacdo farmacologica com agonista,b-HT

1.1.2 Objetivos Especificos

» Desenvolver e validar sistema de andlise da locomocaa@eadores;

* Analisar o desenvolvimento da atividade locomotora no 8°, 14°21%°30° e 60° dia
pos-natal, em ratos submetidos ao teste em campo abert@satias parametros:
distancia percorrida, velocidade média, poténcia média, tempuobilidade, nimero
de paradas, relagéo tempo de imobilidade/nimero de paradagede permanéncia
nas areas do campo;

* Avaliar os efeitos da manipulacdo cronica neonatal com buspirona $obre
desenvolvimento da atividade locomotora;

« Comparar a atividade locomotora entre os diferentes grupos expaisne as
diferentes idades estudadas;

» Avaliar os efeitos da aplicacdo aguda de buspirona sobre a loamnmogadiferentes

grupos experimentais, no 70° dia pds-natal.
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1.2 Hipoteses

* O sistema de analise automatica da atividade locomotcapaz de avaliar de forma
confiavel e reproduzivel a locomogéo de roedores;

* O tratamento crbnico neonatal com agonista parcial H-Hliminui a atividade
locomotora, durante o periodo de manipulacéo e apds seu término;

* A intensidade da ag&o do agonista parcial 5aHMaria conforme a dose utilizada,
onde doses maiores apresentam maior prejuizo a locomocgéo;

* Aplicacdo aguda de agonista parcial 5:kl@iminui a atividade locomotora, em ratos
adulto-jovens;

* Em consequéncia do fenbmeno da programacao, a reposta a adgdioisigada do
agonista parcial 5-Hk € menor nos animais que receberam o mesmo farmaco no

periodo neonatal.
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Revisao da Literatura
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2 Revisao da Literatura

O desenvolvimento motor segue uma sequéncia pré-determinadateréstiea nas
diferentes espécies (Muir, 2000). Para que este desenvolvimentra ab®r maneira
coordenada, é necessério integridade, maturacao e integragied®s sistemas (sistema
nervoso central — SNC — e musculo-esquelético, principalmérbe) 1965; Gramsbergen,
1998). Em ratos, esta sequéncia ja foi observada e descritdersuta (Westerga e
Gramsbergen, 1990).

Os primeiros movimentos dos membros, em ratos, ocorrem a partit6° dia
embrionario (E16) (Gramsbergen, 1998). Aplicacdo de serotonina (SeHaminoacidos
excitatorios em preparados de medula espinhal isolada evocdir @@dt20, um padréo de
locomogéo semelhante ao normal, chamada “locomocéo fic{iCaZalets, Sqgalli-Houssaini
e Clarac, 1992; lizuka, Nishimaru e Kudo, 1998). Este padrdo éeatade por movimentos
alternados, tanto entre os lados direito/esquerdo quanto flexao/extensiém, Nishimaru e
Kudo, 1998, Vinat al., 2002).

A génese da locomocao ficticia encontra-se nos geradores @ jgadtral (CPG, do
inglés central pattern generators) (Jamon, 2006). O CPG ladaliem C7-T1 controla a
génese dos movimentos dos membros anteriores (Ballion, Morina 2@41), enquanto que
o controle dos membros posteriores encontra-se em L1-L5 (CazagBi-Houssaini e
Clarac, 1992).

O CPG é capaz de produzir movimento sem aferéncias sensmuiageréncias
motoras centrais (Jamon, 2006). Entretanto, na locomoc¢do normal, uandmrmentral,
envolvendo as vias reticuloespinhal, vestibuloespinhal, rubroespicbali@espinhal, inicia
e controla os tipos de movimentos através da modulacdovitladé do CPG (Jamon, 2006).

O padréo adulto de postura da estrutura esquelética da colanzabeata, de ratos, ja
esta presente ao nascimento (sendo o dia do nascimento considjréidadrdet al., 2006).
Além disso, as projecGes descendentes cerebrais, que ireciamodulam o movimento,
alcancam a medula espinhal alguns dias antes do nascimentx €Clal., 1998; Jordaret
al., 2008). Mas, em PO, esses animais nao apresentam padio@ordecéo voluntaria (Muir,
2000).

No 1° dia de vida pos-natal (P1), ao ser colocado na agua,ooapatsenta
movimentos alternados das patas semelhantes a natacdo (Ggamsthé88). Estudos com
estimulacdo olfativa demonstraram que ratos poderiam apreqeadedio de locomogao

semelhante ao do animal adulto (movimentos alternados de p&¢sioras e posteriores),
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logo apds o nascimento (Fady, Jamon e Clarac, 1998; Jamon e C&28k, Entretanto, o
caminhar é atrasado devido, em parte, ao pequeno controle da muacugessaria para se
contrapor a acdo da gravidade (Geisler, Westerga e Grarashb&&p6; Gramsbergen, 1998;
Claracet. al, 1998; IJkema-Paassen e Gramsbergen, 2005). Esse controlesdalatura
aumenta a partir do final da primeira semana poés-natal (Brov¥anay e Clarac, 1999;
Gramsbergest al., 1999).

O primeiro padrdo de movimento sobre o solo é o rastejar, onde ficgapamtral do
corpo permanece em contato com este (Gramsbergen, 1998; Muir, Ri€l@)mente, esse
rastejar € realizado apenas com as patas anterionels, é&eparticipacdo das quatro patas a
partir de P4-P5, entretanto os membros posteriores apresentamesdensao (Claragt al.,
1998; Gramsbergen, 1998). Estes achados também sdo observados deptaste de
excitabilidade dos motoneurbnios, onde aqueles que inervam a muscudatarnsora
maturam sua funcdo mais tardiamente que aqueles da muscutatara {Vinay, Brocard e
Clarac, 2000). Movimentos de flexdo e extensdo laterais do fr@mpresentados nesse
periodo, favorecem o pivoteamento do animal e auxiliam nagativda musculatura de
tronco (Gramsbergen, 1998). Rastejar e pivoteamento Sao 0s tipocomocao
predominantes até a metade da segunda semana pos-natal @VesBramsbergen, 1990;
Claracet al., 1998). Durante este periodo, o animal comeca a apresentar @wdlagéo da
musculatura extensora dos membros posteriores, como observado por mudanca
eletromiografia (EMG) (Brocard, Vinay e Clarac, 1999).

A partir da metade da segunda semana, o animal j& consegudaasustentando
seu peso sobre as quatro patas (Clarat., 1998). De P11 em diante, uma transicdo ocorre
do rastejar para a caminhada com a superficie ventral do corp® donghdo. (Westerga e
Gramsbergen, 1990). A partir de entdo, hd uma rapida matufagéonal dos membros
posteriores (Claraet al., 1998) e aumento da atividade exploratoria (B4 e Seri, 1995). A
melhora do padr&o locomotor, concomitante ao aumento da ativag&olarusugere que a
musculatura tenha grande influéncia sobre o aparecimento do paditm del locomocéao
(Geisler, Westerga e Gramsbergen, 1996). Em P14, aparesepmimeiros movimentos
verticais (Claracet al., 1998). A partir de estudos de EMG, observou-se que, em P15, a
ativacdo da musculatura de tronco comecga a coincidir com aeclmarcha, precedendo os
movimentos do membro inferior (Geisler, Westerga e Gramshet®96). Considera-se que,
a partir desta idade, o rato apresenta o padrédo de marcha tin(sdesterga e Gramsbergen
1990; Ba e Seri, 1995; Clarat al., 1998; Gramsbergen, 1998). Sendo que até P21, ainda

ocorrerdo melhora na ativagcdo da musculatura e maturacdo deaslgiam descendentes, até
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atingirem o nivel de funcdo do animal adulto (Claehcl., 1998; Gramsbergen, 1998;
Gramsbergenet al., 1999). Além disso, haverd melhora da coordenacgdo, permitindo
realizacdo de movimentos complexos (Ba e Seri, 1995). A parf?2d, ha coincidéncia na
ativacdo da musculatura de tronco e membros inferiores, indicandestpge apresentaréo
maior papel na propulsdo do que aqueles (Gramsbetgn 1999). Tornando a locomocéo
mais eficiente do ponto de vista metabdlico (Gramsbeegeh, 1999). As alteracbes que
ocorrerdo a partir do desmame dizem respeito a refinamentocdaocéo e a alteragbes
comportamentais, como diminuicdo da atividade exploratéria e raant&a habituacdo a
novos ambientes (Ba e Seri, 1995)

Como pode ser observado, hd uma sequéncia para o desenvolvimentorag&ag e
esta segue gradiente rostro-caudal (Ba e Seri, 1995 Giaralc, 1998). Sendo as trés
primeiras semanas poés-natal criticas para seu desenvoluinférdlton et al., 1992).
AlteragcBes, que ocorram durante este periodo, podem alteraargertemente o padrdo da
locomocgéo (Waltomt al., 1992, 2005 a, b; Geisler e Gramsbergen 1998; Getsiér 2000).

Insultos ambientais que ocorram precocemente podem modificar, de forma
permanente, a estrutura e funcdo de diversos 6rgaos (Dobbing, 19@6; 1881; Morgane
et al., 1993). Estudos epidemiolégicos e experimentais constataram caorelatre estimulos
ambientais durante o periodo critico do desenvolvimento (fetal, me@nptimeira infancia)

e surgimento de doencas ou alteragdes nas respostas fiseldgiocaalmente esperadas, na
vida adulta (Hales e Barker, 1992; Barreto-Medegbsl., 2002; Lopes de Souz al.,
2008). Alteracbes permanentes na estrutura e funcédo do orgadistooentes de agressdes
ambientais durante esses periodos, mecanismo conhecido como “prégranpagleriam
explicar essa correlacdo (Lucas, 1991). Essas alteracOeslipagam a capacidade do
organismo em responder a mudangas ambientais impostas na vida padispondo-o a
doencas (Hales e Barker, 1992). Estudos realizados pelo grupo cagutri
Neuropsicofarmacologia e Imunidade (NNI), da Universidade Feder&ernambuco, tém
verificado, em ratos, que a exposicdo a farmacos durante o peddtico do
desenvolvimento induz alteragbes na vida adulta. A administrac@ocarde inibidores
seletivos da recaptacdo da serotonina (ISRS), durante periodotaheaeauziu o
comportamento agressivo (Manh&es-de-Casitab., 2001) e depressivo (Mendes-da-Sita
al., 2002), promoveu reducao do numero de neurdnios do plexo miontérico (Marinhog2004)
do peso do encéfalo e figado (Deird, 1998), em ratos adukogov

Dentre os sistemas que influenciam o desenvolvimento e apresemia janela

critica onde estdo sujeitos a atuacdo fatores adversosnsequentemente da inducdo a
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programagédo, encontra-se o sistema de neurotransmisséo. lPammacdo, o sistema de
neurotransmissdo que parece guardar maior relacdo e ser mgonesge influente, é o
serotoninérgico (Gerin, Becquet e Privat, 1995; Geyer, 1996)erdtanina (5-HT) esta
relacionada ao desenvolvimento de diversos sistemas e atumodhdacdo de muitos
comportamentos e funcbes (Lauder, 1988; Halford e Blundell, 1996; bBnati, 1999;
Jacobs e Fornal,1999). A participacdo da 5-HT na iniciagcdo ou madudaguncdes motoras
ocorre em numerosas espécies, desde aquelas mais simplpssguem um sistema nervoso
bastante primitivo (Kravitz, 1988; Lotshaw e Lloyd, 1990), até ais c@mplexas (Gerin,
Becquet e Privat, 1995; Geyer, 1996).

Existem evidéncias farmacoldgicas que sugerem participacadedaserotoninérgicas
supraespinhais na producdo da locomogéo no periodo pos-natal (Etyalgal995). As
projecdes serotoninérgicas alcancam a medula espinhal no Jethbliepnario (E14), sendo
uma das primeiras vias descendentes na regido (Rajasifetra1989; Claract al., 1998).
Servindo como sinal para diferenciacdo e estabilizacdo pazesas populacdes neuronais,
gue se projetardo para a medula durante o desenvolvimento (Jacohsak Fa97). A
aplicacdo de 5-HT em preparados de medula espinhal isoladdodecraapaz de evocar
locomocéo ficticia, em fetos (lizuka, Nishimaru e Kudo, 1998; Maka, Nishimarua e
Kudo, 2001) e neonatos (Cazalets, Sqgalli-Houssaini e Clarac, 188i@dnBMorin e Viala,
2001). Ha inducédo de ritmicidade e ativacdo tdnica (Ballion, MerViala, 2001), atuando
nas propriedades de disparo dos motoneurénios (Pflieger, Clarac e X0t#), Segundo
Wallis (1994), os CPGs, localizados na medulas espinhal e qam geltocomocao ficticia
sdo regulados pelos receptores serotoninérgicos do tipq bMWallis, 1994). Porém ndo sao
conhecidos os mecanismos de atuacao desses receptores safmmegdoqWallis, 1994).

Entre os receptores serotoninérgicos, o receptor H-HT muito conhecido e
caracterizado (Peroutka e Snyder, 19p@d Barnes e Sharp, 1999). Esta localizado pré-
sinapticamente em dendritos e corpos celulares de neurbnios sergficogéio nucleo da
rafe (receptores somatodendriticos) e pds-sinapticamente enasnmeigidbes limbicas,
principalmente no hipocampo (Barnes e Sharp, 1999). A ativac@zelgtores pré-sinapticos
de 5-HTa inibe o disparo das células e consequentemente diminui a libedac&eHT,
enquanto que a ativagdo dos receptores pos-sinapticos de 5aHTz inibicdo neuronal em

partes seletivas do encéfalo (Barnes e Sharp, 1999) (Fig.1).
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5-HT
Receptor Neurénio

pré::: ;ptico a 0. e pré-=sinaptico
= 1A

RN
Receptor pos-sinaptico

5-HT1a Neurénio
pos-sinaptico

Figura 1. Representacdo da disposicao dos receptores mieaigicos 5-HT, nos neurdnios pré- e poés-
sinapticos.

Manipulag@es farmacoldgicas com agonistas ou antagonistag,5pbdem promover
alteragbes na atividade locomotora, no animal adulto (Mgbgh, 1995; Angrini, Leslie e
Shephard, 1997; Pruetal., 2000; Majercsilet al., 2003; Bubenikova-Valesowal., 2007;
Eskowet al., 2007). Administracao cronica de agonistas 5A1€m ratos com lesdo medular,
resulta na melhora da fungdo motora, porém esse efeito ndo peargrds o término do
tratamento (Antriet al., 2003; Bravoet al., 2007). Alguns estudos demonstram que a
estimulacdo dos receptores 5-WTdiminui a atividade locomotora (Angrini, Leslie e
Shephard, 1997, Pruwe al., 2000; Majercsiket al., 2003; Eskowet al., 2007), enquanto
outros que a aumenta (Evenden, 19drella, Bindra, Whitaker-Azmitia, 1997; Mignon e
Wolf, 2002).

Dentre os farmacos utilizados nas manipulac¢des, encontra-s@ieobasDa familia
das azaspironas, atua como agonista parcial dos receptores,5aféfando os receptores
pré-sinapticos e, em menor intensidade, os pés-sinapticos (AnfBaletu e Pasqual-Marqui,
2000). Além disso, atua também como antagonista dos receptoresrirgarn D2 (Limaet
al., 2002). Tem acédo ansiolitica (Carli, Prontera e Samanin, 18&®% , ao contrario dos
benzodiazepinicos, ndo apresenta propriedade de relaxante musoglam de
anticonvulsivante (Tunnicliff, Eison e Taylor, 199&pud, Tunnicliff et al., 1992).
Administracdo aguda de buspirona reduz a sintese de 5-HT no enafakianto, nas

manipulacdes cronicas observa-se o aumento (Tunnétldf,, 1992).
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Em relagé@o aos efeitos do uso da buspirona na atividade locomotachaaos sédo
controversos. Alguns trabalhos demonstram que a buspirona néo afietdaale locomotora
(Redrobe e Bourin, 1998; Haradh al., 2006), outros, que a diminui (Angrini, Leslie e
Shephard, 1997; Barros, 1999). Ha ainda aqueles que demonstram aumetitidaide a
locomotora, porém este aumento geralmente é menor se compargulesemt@ado por outros
agonistas do receptor 5-kHi (O'Neill e Sanger, 1999). Geyer (1996) sugeriu que doses
baixas de agonistas 5-kh diminuem, e, doses altas aumentam a atividade locomotora. A
variedade na resposta motora a manipulacdes dos receptores pardce depender da dose,
da duracdo e na idade na qual tratamento foi realizado e do tgualise aplicada (Geyer,
1996; Borella, Bindra e Whitaker-Azmitia, 1997).

Diante do exposto, questionamos se a administracao cronica, adopeeionatal, de
agonista parcial dos receptores 5;k@ltera o desenvolvimento da atividade locomotora e se
programa a resposta a aplicacdo aguda do farmaco, em aaduakgsjovens.

Uma das formas de se estudar locomocao, em animaisyvésatta teste em campo
aberto (Noldus, Spink, e Tegelenbosch, 2001; Prut e Belzung, 2003; &aalso 2006;
Dunne, O'Halloran, Kelly, 2007). Apesar de ter sido desenvolvidoawdma fungédo (Prut e
Belzung, 2003), este aparato vem sendo cada vez mais utipaaacestudos da atividade
locomotora. A locomocéo no campo aberto pode ser avaliada atraagélide observacional
(Barros, 1999) ou automatizada (Noldus, Spink, e Tegelenbosch, 2001; Duida#ora@n,
Kelly, 2007; Kulikov,Tikhonova, Kulikov, 2008). Sendo que a ultima apraseahtagens
como maior confiabilidade e reprodutibilidade, em relacdo a pam@®oldus, Spink, e
Tegelenbosch, 2001). Nas analises automaticas, varios paraneti@somocdo podem ser
avaliados, tornando os sistemas de anadlises diferentes ent(lolslus, Spink, e
Tegelenbosch, 2001; Dunne, O'Halloran, Kelly, 2007; Kulikov,Tikhonowdiké/, 2008).
Desta forma, um sistema de monitoramento e andlise adegsathragteristicas de cada

estudo € necessario, para evitar possiveis erros na ag@sig@rpretacdo dos dados.
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Material e Méetodos
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3 Material e Métodos

3.1 Animais

Foram utilizados 72 ratos albinos da linhag@hstar, provenientes da colénia do
Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de PernamBscanimais foram
mantidos em um ambiente com temperatura d& ZZ, num ciclo invertido de luz (21:00 as
09:00) e escuriddo (09:00 as 21:00) constante.

Inicialmente, machos reprodutores e fémeas nuliparas, com @ade00 dias,
passaram por um periodo de 15 dias de adaptacgéo ao ciclo de ttidon¥gos este periodo
0s animais foram acasalados (2 fémeas / 1 macho), fazenddiagnastico de gravidez
através da afericdo, a cada 3 dias, do peso corporalr@adb o estado de gestacao, as ratas
foram alojadas individualmente em gaiolas-maternidade, ondartiviivre acesso a agua e
dieta padréo do biotério (racdo LABINA - Purina do Brasil).

Um dia ap6s o nascimento, os neonatos foram separados dagivaspet@es,
pesados e selecionados. Foram escolhidos os machos com pesoCeetr8,® g, sendo
sacrificados os neonatos abaixo ou acima dos referidos limitgeste e as fémeas. Os
neonatos selecionados foram aleatoriamente distribuidos entre emsadddivas. Foram
constituidas ninhadas de oito filhotes cada. Os animais foraamamtados durante os
primeiros 21 dias pés-natais (periodo de aleitamento). A parfidtidia de vida os filhotes
foram separados das maes (desmame), ficando em gaiolasmtasnjpté o final dos

experimentos.
3.2 Estudo Da Evolucédo Ponderal

A afericdo do peso corporal foi realizada diariamente, “dm12f dia e no 30°, 40°
50°, 60°, 69° e 70° dia pds-natal, entre 12:00 e 14:00 horas. Foi atitiakahca eletronica
digital, marca Marte AS 1000C, classe IlI, capacidade mak008g (menor divisdo 0,01g).

3.3 Sistemas De Analise Da Atividade Locomotora

Sistema De Monitoramento

Um sistema de monitoramento do movimento de pequenos animais ¢m ghearto

foi desenvolvido em cooperacdo com o Departamento de Fismlalo@cdo do Curso de
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Graduacdo em Engenharia Biomédica, ambos da UFPE. O sistensiecens um campo
aberto circular [ 1m), delimitado por paredes de 30 cm de altura (Fig. 2A, 3A)a®po
apresenta suas superficies internas pintadas de preto, e sabbase foi disposta uma
superficie macia de EVA (etil vinil acetato), também gretom objetivo de facilitar a
locomocgédo do animal e proporcionar um maior contraste comregte2\, 3A).

Posicionou-se na linha vertical que passa pelo centro do camapo, dxada ao teto

da sala, uma camera digital (V®B638 — CCTV System) que filma o animal enquanto este

se movimenta livremente (Fig. 2B). Sua distancia do loctikdedo até o solo do campo €é de
2,40 m. A camera possui sensor de infravermelho e um LEDudenac&o. Apresenta
resolucdo de 420 linhas, velocidade entre 1/60 e 1/100 s, ensilgilglade permite registrar
imagens com iluminacdo minima, até 0,1 lux. A cameradoplada ao computador através

de placa de captura.

Figura 2: A — Representagdo esquematica do campo aberto &stdma de monitorament® — Céamera
utilizada para o registro de imagens.

Sistema De Analise

Através de unsoftware de captura, o filme é enviado ao computador. Possuindo taxa
de captura de 30 quadros por segundo, tendo o video 240 pixels de &Argpixels de
comprimento. Os videos foram salvos no formato AVI. Sendo postentendévididos em
quadros, para andlise (Fig. 3B). Naftware Painf, confeccionou-se uma mascara com o
objetivo de isolar a imagem do animal no campo dos objetaslao (Fig. 3C).

Também foi desenvolvido umsoftware para analise das imagens captadas. Este tem
como base o programa MATLAB sendo capaz de realizar o processamento dos quadros
retirados de cada video (Fig. 3D). Através de uma interfagaliador inseria dados para

cadastro do animal e informagfes que seriam utilizaal@samalise dos quadros.
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Figura 3: A) Vista superior do campo aberto em ambiente cBjoExemplo de imagem do rato no campo
aberto em ambiente escuf®) Mascara utilizada para isolar imagdD).Imagem final (figura C sobre figura B),
utilizada nos célculos dos parametros estudados.

Devido a diferenca de cor entre o campo aberto e o animal, capragitilizou o
reconhecimento da intensidade de pixels para estabelecer togostos que formavam a
imagem do animal, determinando seu ponto médio. Este ponto passpvesamtar o animal.
A partir disto, era determinada coordenagiado animal, em cada quadro. Uma escala de
pixels foi elaborada, pois os animais apresentavam diferencpslagem entre as idades
avaliadas. Cada valor limite era inserido pelo avaliador.

De posse da posicdo do animal em cada quadro, foi possivel remosst trajetoria
e adicionando-se as informac¢6es da massa, do nhiumero de queamoeentre cada quadro,
foi possivel estabelecer:

» Distancia percorrida (m): somatério de todos os deslocamegdbtizado pelo animal.
Considerou-se que o animal estava em movimento quando percorriadéGu
comprimento em, no maximo, trés quadros. O programa apresentacanyersor
interno de pixels-metros, onde a escala de conversao eranadiaipelo pesquisador.

* Velocidade média (m/s): relacdo do deslocamento total pelpotem que o animal
estava em movimento. FOrmulaS/AT, ondeAS corresponde ao deslocamento total
em metros, AT ao tempo total de analise menos o tempo de parada em segundos

* Poténcia média (mW): poténcia produzida durante o periodo de deslocaf@nto
considerada a capacidade de um corpo em movimento dissipalaeciaggica, em

relacdo ao tempo de deslocamento. Formula: miM%/2nde m corresponde a massa
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do animal em gramas, V a velocidade média em mAg; ao tempo total de analise
menos o tempo de parada em segundos.

» Tempo de parada (s): tempo total que o animal permapa@do no campo aberto.

* Numero de parada: numero total de paradas realizadas no campo.

* Relacéo tempo de imobilidade/namero de paradas (s): relacdmentrgo total que
o animal permanecia parado no campo aberto e 0 nUmero t@atatas;

* Tempo de permanéncia nas areas (s): o campo aberto foi dividida|miente, em

trés areas. Sendo determinado o tempo total de permanénciamagsanssas areas
(Fig. 4).

Central
Intermediaria

Periférica

Figura 4: Representagdo das éareas, virtualmente criades,gpelise do tempo gasto pelos animais em cada
regido do campo. As areas apresentavam raios &&b,001,33, 0,5 metros, (area central, intermedi&ria
periférica, respectivamente).

Todos os dados acima foram extraidos do MATLAB® e exportados para bficros

Office Excel®, para posterior analise.

3.4 Estudo Do Desenvolvimento Da Atividade Locomotora

No 8°, 14°, 17°, 21°, 30° e 60° dia de vida pés-natal, osiaritnam posicionados no
centro do campo aberto e filmados durante 2 minutos, enquanto se lcaonmiovemente.
Na troca dos animais, o campo foi limpo com solucéo de agua e hifmpaay EVA trocado,
para eliminar odores que pudessem interferir no comportameisioimal seguinte.

As datas na fase neonatal foram escolhidas por representar@mTos no

desenvolvimento locomotor (Westerga e Gramsbergen, 199@vaNacOes foram realizadas
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durante a fase escura do ciclo circadiano (entre 12:00 e 14:00)eppeitar 0 maior periodo
de atividade do animal (Tang, Yang e Sanford, 2007).
No periodo neonatal, os animais que recebiam manipulacédo farmaaaofégidtem

3.5, subitem Manipulacdo Farmacoldgica Croniitaam avaliados antes de receberem as

injecdes do dia.

Aos 69 e 70 dias de vida, alguns animais também foram filmadesa ¢ez por 10
minutos, para estudo da acdo aguda do farmaco (ver itemsibiem _Manipulacdo
Farmacologica Aguda

Todos os videos provenientes das filmagens foram analisadosgtefnasde analise
descrito no item 3.3. O conjunto dos parametros avaliadosof@iderado para estudo da

atividade locomotora.
3.5 Manipulacédo Farmacologica

Todas as manipula¢cdes farmacologicas foram realizadas, amesgaira contigua ao
biotério, entre 12:00 e 14:00, apds afericdo do peso corporal. O vatilizaedo foi sempre
de 1 ml para cada 100g de peso corporal. Para facilitar addspesquisador e minimizar a

acao da luz sobre os animais, utilizou-se lampada verrdel@& W, na sala.

Manipulacdo Farmacoldgica Crbnica

Os animais que participaram deste estudo foram divididogaggamente, segundo a
manipulacéo farmacoldgica diaria, do 1° ao 21° dia pos-natadegamtes grupos:
* Slina (Sal) - tratado com solucao fisiologica de cloreto de sadi®%;
» Buspirona 2,5mg/Kg — tratado com Buspirona na dose 2,5 mg/Kg;
* Buspirona 5mg/Kg — tratado com Buspirona na dose de 5 mg/Kg;
* Buspirona 10mg/Kg — tratado com Buspirona na dose de 10 mg/Kg.
A Buspirona foi obtida a partir do sal (Buspirona HCI — Vico-farmrasil) diluido
em solugdo salina. Neste estudo, a via de administfaicgiabcutanea.

Manipulacdo Farmacolégica Aguda

Aos 70 dias, todos os animais, que foram manipulados no periodo neonataram

injecdo de Buspirona na dose de 5 mg/Kg, via intraperitoneahor@rio, volume da
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administracdo e diluicdo da droga seguiram o descrito anteritgnieinta minutos apos a
administracdo, os animais foram submetidos a flmagem empaaberto (item 3.4).

Dose, via de administracdo e laténcia para observacam fsaolhidas de acordo com
dados da literatura (Angrini, Leslie e Shephard, 1997; Petiak, 2000; Majercsiket al.,
2003).

Todos os procedimentos realizados foram aprovados pela Comissaticaleer
Experimentacdo Animal da UFPE, processo n® 008864/2007-76, em 04 dereedern2007
(Anexo A).

3.6 Andlises Estatisticas

Todos os dados foram analisados estatisticamente através doresoBigemaStat
(v.3.1). Para todos, foi realizado, inicialmente, teste demalatade (Kolmogorov-Smirnov).

Os testes estatisticos utilizados estdo descritos emadigta Em todos os casos um
valor de p<0,05 foi considerado significante. Os dados estdosegprem média + erro
padrao da média (EPM).
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Resultados
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4.1 Artigo Original 1

Validag&o de sistema automatico de analise da atividade locomotona eoedores

Resumo

Andlise automatica da locomog¢do, em estudos de comportamentongotiéseento, € de
grande importancia, pois elimina a subjetividade e influéthogaavaliadores sobre o estudo.
Este trabalho teve por objetivo desenvolver um sistema deseméltomatica da atividade
locomotora em ratos. Para validacdo foram utilizados 19 rategaihachos, avaliados em
P8, P14, P17, P21, P30 e P60. Para esta analise, foi desenvolviddstama de
monitoramento, que consisti em um campo aberto de 1m de didowtreuas superficies na
cor preta, uma camera digital com infravermelho e uma plac@ptura de video. Os animais
foram filmados durante dois minutos, enquanto se movimentavarméwte no campo. As
imagens foram enviadas para um computador acoplado a cameraioRostée, 0s videos
foram analisados através de software desenvolvido com acéitizio MATLAB® (software
matematico). O software foi capaz de extrair, a partir emmmhecimento de pixels que
constituiam a imagem, os seguintes parametros: distanmara, velocidade média,
poténcia média, tempo de imobilidade, numero de parada, tempmerdenéncia nas
diferentes areas do campo e relacdo tempo de imobilidade/ndenperadas. Todos os dados
foram exportados para posterior analise. O sistema mosroapsz de extrair eficazmente os
parametros desejados. E, dessa forma, foi possivel observaiicagigis no padrdo de
locomogdo dos animais, decorrentes do seu desenvolvimenton, Assde-se discutir
semelhancas e diferengas entre o sistema apresentadosj@etxistentes.

Palavras-chaves: atividade locomotora, ratos, analisenatica da locomoc¢é&o, campo aberto

1 Introducao
A aguisicdo da locomocdo € uma habilidade importante para o adequa

desenvolvimento dos seres vivos. Este ocorre num periodo determileadoprdo com as
caracteristicas de cada espécie. Estudos sobre o comportamemt@anotealizados nao sé
para a andlise do seu desenvolvimento (Barros et al., 2006), aothérh para investigar 0s
possiveis efeitos de diferentes estados nutricionais (Bareds 2006; Bellinger et al., 2006)
ou uso de farmacos (Prut e Belzung, 2003) sobre este. Difenmdtieglos podem ser
utilizados para este tipo de estudo. Um aparato largametiteaddi € o campo aberto
(Noldus, Spink, e Tegelenbosch, 2001; Prut e Belzung, 2003; Barros2€08; Basso et al.,
2006; Bellinger et al., 2006). Este, inicialmente, tinha cainetivo auxiliar no estudo da
emocionalidade em roedores (Hall, 1934). Entretanto, com o mhssanos, sua utilidade foi
ampliada, além de terem sido adicionadas algumas modificaégdesuas caracteristicas,
como: forma, luminosidade, presenca de objetos dentro da anéreagetras (Noldus, Spink,
e Tegelenbosch, 2001; Prut e Belzung, 2003). Em relacdo aos procedirnélitados,
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também ocorreram algumas varia¢cdes, como: posicionameiotal ido animal (centro ou
periferia do campo), numero de animais observados em um mesmo mohoeatio e tempo
total de observacao (Noldus, Spink, e Tegelenbosch, 2001; Prizum@&e2003).

Avaliacbes do comportamento apresentado no campo aberto podem igadasal
através de andlises observacionais ou automaticas (ou sema#o&). Na primeira, 0
pesquisador observa o animal durante certo tempo, e, se julgaistguexpressou certo
comportamento, anota as informacdes. (Barros et al., 2006).pEstedimento apresenta
baixo custo para o pesquisador, mas tem como inconveniente alplzgibia influéncia de
sua presencga, no comportamento apresentado pelo animal (Noldus, eSpedelenbosch,
2001). Além disso, pode haver interferéncia da interpretac&soge e da fadiga do
observador sobre os resultados, o que pode dificultar a confiabikdemgrodutibilidade dos
experimentos (Noldus, Spink, e Tegelenbosch, 2001). Os paramesi@das geralmente
incluem: deslocamento horizontal e vertical, e comportaments relacionados a
locomocgéo, como limpeza.

Nas avaliagbes automaticas (ou semi-automaticas), o aninaalifesta seu
comportamento livremente, enquanto sdo realizados registros cdendgdo (videos,
interrupcdes de fotocélulas, entre outros) (Noldus, Spink, e drdgedch, 2001). As analises
dos dados podem ser realizadas ao mesmo tempo ou posteriormerde ddasainformacdes
armazenadas (Noldus, Spink, e Tegelenbosch, 2001). Diferentegat podem ser
empregadas para aquisicdo de informacdo do campo aberto, @msdélulas de
infravermelho (Bellinger et al., 2006) a captura de imagenmg$2odd, 1995; Noldus,
Spink, e Tegelenbosch, 2001). As andlises a partir de imagegabngnte, apresentam maior
custo que as analises observacionais, mas sofrem menor irgldénpesquisador durante a
aquisicdo e no tratamento dos dados (Noldus, Spink, e Tegelenbosch, 2001;
Kulikov,Tikhonova, Kulikov, 2008). Frequentemente, sao utilizados algositpue analisam
todos os dados da mesma forma (Noldus, Spink, e Tegelenbosch, 2001; Kikikawva,
Kulikov, 2008). Ha& ainda a possibilidade de aquisicdo de dados maisogrecomo
deslocamento do animal, velocidade desenvolvida, tempo e frequéncgue apresentou
determinado comportamento, entre outros (Noldus, Spink, e Tegelentaisyt). Além
disso, testes de longa duracdo podem ser realizados, pois naded#&ssidade da presenca do
pesquisador durante a aquisicdo (Noldus, Spink, e Tegelenbosch, 2001)isftuckn
conjunto, torna esse tipo de analise mais ampla, confiakegpreduzivel. Contudo, alguns
comportamentos, podem ndo ser bem definidos por esta, sendo necasdépander do
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objetivo do estudo, a utilizacdo conjunta da andlise observaeangbmatica (Sams-Dodd,
1995).

Em razdo das diferencas nas condicdes do ambiente onde éeealiaguisicdo dos
dados, da espécie analisada (rato, camundongo) e do objetivo do @istueotes programas
de andlises sdo desenvolvidos. Estes tém o0 objetivo de geassla as peculiaridades de
cada estudo. Portanto, este trabalho teve como meta o deseewdds de um sistema
automéatico de avaliagdo da atividade locomotora de ratos,aempocaberto, a partir da
analise de imagens digitais. Sendo este capaz de angle@metros fisicos e
comportamentais. Este sistema deve apresentar-se sensagthnte para detectar alteracdes
na atividade locomotora. Para validagéo, foi analisado o desaneato da locomogédo em
ratos de diferentes idades (da fase neonatal a maturag#)s©s dados foram discutidos

em funcdo da comparacao deste método com outros existentes.

2 Material e Métodos

2.1 Animais

Para validacéo, foram utilizados 19 ratos Wistar machosjatéri® do Departamento
de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco (UFPEif@aia foram mantidos em
uma sala de temperatura de 22 + 2°C, e ciclo claro-escuro 12tk acesas as 21h).
Vinte e quatro horas apés o nascimento (P1), os animais foracoseldos e distribuidos em
maternidades com oito filhotes cada. Eventualmente, fémeans tdilizadas para completar
o numero de filhotes, ndo sendo utilizadas nas analises. O desmoameu no 21° dia pos-
natal (P21), apés o desmame cada gaiola continha, no maxini@ goi@nais. Estes foram
alojados em gaiolas de polipropileno (46x34x20 cm). Agua e dieta padtdiogl-a Purina
do Brasil) foram ofertadas livremente. Todos os procedimentdizados foram aprovados
pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) deel$idade Federal de
Pernambuco e seguem as recomendac¢des do National Institutelthf Geide for Care and

Use of Laboratory Animals.

2.2 Sistema de Monitoramento

Consiste em um campo aberto circuldrlt), delimitado por paredes de 30 cm de
altura. Suas superficies internas foram pintadas de prstbee sua base, foi disposta uma
superficie macia de EVA (etil vinil acetato), também pretam objetivo de facilitar a

locomocédo do animal e proporcionar um maior contraste com egtelfBi Na linha vertical
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gue passa pelo centro do campo aberto, foi fixada ao teto da sala@amera digital

(VTR®6638 — CCTV System) que filma o animal enquanto este se moviningetaente.

Sua distancia do local de fixacdo até o solo do campo foi deR2,Apresenta resolucéo de
420 linhas e velocidade entre 1/60 e 1/100 quadros por segundo, possui sensor de
infravermelho, LED de iluminacao infravermelha, sua semd#ue permite registrar imagens
com iluminagdo minima, de até 0,1 lux. A sala onde os experiména® realizados
apresentava luminosidade menor que 1 lux. Este tipo de canmapogéante, pois permite
realizar experimentos com animais durante a fase esceialdo

A camera foi acoplada ao computador através de placa de dquisivideo. Sua taxa
de captura de imagem foi configurada em 30 quadros por segundo, terdm @40 pixels
de altura e 320 pixels de comprimento. Sendo salvos diretamente no adonpnod formato
AVI. Posteriormente, os videos foram divididos em quadros, paé&ise (Fig.1B). No
software Pairft, confeccionou-se uma mascara com o objetivo de isolar a imagemimal

no campo dos objetos ao redor (Fig 1C).

Figura 1: A) Vista superior do campo aberto em @&mia claro. B) Exemplo de imagem do rato no campo
aberto em ambiente escuro. C) Mascara utilizada isatar campo. D) Imagem final (figura C sobreufay B),
utilizada nos céalculos das variaveis fisicas.

2.3 Sistema de Analise
Foi desenvolvido um software, em plataforma MATLAB® para aedaliss imagens

extraidas de cada video (Fig. 1D). Através de uma interdaaealiador insere os dados para
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cadastro do animal e informacfes que sao utilizadas pdrseathds quadros (massa, numero
de quadros, tempo entre quadros).

Devido a diferenca de cor entre 0 campo aberto e o0 animal, apragrode utilizar o
reconhecimento através da intensidade de pixels para estalietimws 0s pontos que formam
a imagem do animal. O sistema de andlise binariza as m:ggar um processo de
limiarizacdo. Um valor fixo em pixels, referente aoiimreconhecido pelo programa, foi
elaborado para cada idade, pois os animais apresentam diferengasaliiade da pelagem
devidas ao crescimento. O valor de cada limite foi inseridto gealiador, respeitando uma
escala com valores especificos para cada idade, evisanéaros no reconhecimento do
animal. O programa determina o ponto meédio que forma a imagemrdealaneste passa a
representd-lo. A partir desse ponto, foi determinadacada quadro, a coordenada xy do
animal. De posse da posi¢cdo do animal quadro a quadro, foi passimestituir sua trajetéria
e adicionando-se as informacdes da massa, do nUmero de quesdmmentre cada quadro,
foi possivel estabelecer:

» Distancia percorrida (m): somatério de todos os deslocamezdbizado pelo animal.
Considerou-se que o animal estava em movimento quando percorridistaraia
superior a 50% de seu comprimento em, no maximo, trés quadrosogtarpa
apresentava um conversor interno de pixels-metros, onde a escataversao era
adicionada pelo pesquisador.

* Velocidade média (m/s): relacdo do deslocamento total pelpotem que o animal
permaneceu em movimento. FOormuk8/AT, ondeAS corresponde ao deslocamento
total em metros, AT ao tempo total de analise menos o tempo de parada em
segundos.

* Poténcia média (mW): poténcia produzida durante o periodo de deslocaf&nto
considerada a capacidade de um corpo em movimento dissiparaecieggica, em
relacdo ao tempo de deslocamento. Formula: mdM%/2nde m corresponde a massa
do animal em gramas, V a velocidade média em mA§, ao tempo total de analise
menos o tempo de parada em segundos.

« Tempo de imobilidade (s): tempo total que o animal permanecéigaro campo
aberto.

* Numero de paradas: numero total de paradas realizadas no.campo

* Tempo de imobilidade/namero de paradas (s): relacdo entrepo wenimobilidade e

0 numero total de paradas.
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« Tempo de permanéncia nas areas (s): o campo aberto foi dividid@lmnente, em
trés areas (central, intermediaria, periférica, comosrale 0,165, 0,33 e 0,50 m
respectivamente) (Fig.2). Sendo determinado o tempo total de rgeroi@ dos
animais nessas areas.

Estes calculos séo efetuados considerando fisicamente o animab\vemento como
um objeto pontual dotado de uma determinada massa e executando mogiseoo.
Os movimentos que ndo deslocam o centréide da imagem do anonébrado, tais
como simples movimentos de cabeca, ndo sdo considerados no cdiasl@penas
aqueles movimentos que deslocam a posicdo do animal. Assimjerarse que toda
energia potencial muscular é transformada em energiacangsisociada ao movimento
efetivo do centroide da imagem do animal monitorado, o que étmadequado quando

s6 interessa monitorar a atividade locomotora do animal.

Centra
Intermediaria

Periférica

Figura 2: Representacdo das areas, virtualmeraelagj para andlise do tempo gasto pelos animaisadm
regido do campo. As areas apresentavam raios d&&b,001,33, 0,5 metros, (area central, intermedié&ria
periférica, respectivamente).

2.4 Validagao

Os animais foram avaliados em P8, P14, P17, P21, P30 e P6@tassnad fase
neonatal foram escolhidas por representarem marcos no desenvabviteenimotor
(Westerga e Gramsbergen, 1990). As avaliacdes foramaeatizdurante a fase escura do
ciclo circadiano (entre 12:00 e 14:00), para respeitar o maitodeede atividade do animal.
Cada animal foi posicionado, individualmente, no centro do campmabéitinado durante
dois minutos, enquanto se movimentava livremente. Na troca doaiano campo foi limpo
com solugcdo de agua e hipoclorito, e o EVA trocado, pararglimadores que pudessem

interferir no comportamento do animal seguinte.
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2.5 Andlises estatisticas

Os dados foram analisados estatisticamente através do so8igaraStat (v. 3.1).
Apos a realizacao de teste de normalidade (Kolmogorov-Smjrfuvgalizado o Anova one
way para medidas repetidas e, como pdés-teste, utilizou-steode Tukey, nos parametros
distancia percorrida, velocidade média, poténcia médiapdede parada e numero de
paradas. Na relacdo tempo de imobilidade/namero de pafaidaisjzado Friedman, seguido
do teste de Dunn’s e, para o parametro tempo de permanénci@amdd realizado Anova
two way (idade x area) para medidas repetidas, seguido dodistekey. Um valor de
p<0,05 foi considerado significante. Os resultados sdo expressogédia + erro padrdo da
média (EPM).

3 Resultados

Os animais apresentaram evolucdo ponderal normal, de acordo conerito des
literatura para a espécie e idades (dados ndo apresenkEmaglacado a distancia percorrida,
foi possivel observar aumento progressivo com a idade, até o Zi8sdiatal (p<0,001) (Fig.
3A). Nao houve diferenca entre P21 e P30. Foi observado um decrésairdistancia
percorrida entre P30 e P60 (p=0,031) (Fig. 3A). A velocidade médeseou aumento
progressivo com a idade, com diferenca entre todas as idealksdas (p<0,001) (Fig. 3B).
Ao avaliar poténcia meédia produzida, foi verificado aumento disamet inicio da vida,
apresentando diferenca apenas entre P21 e P30, e P30 e P60 ({E®Q0GD).
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Figura 3 — Desenvolvimento da atividade locomotoraRatos normais (n=19) foram avaliados em campo
aberto, nas idades apresentadas, durante doisanirAit Distancia Percorrida (m); B, Velocidade Mg(in/s);

C, Poténcia Média (mW). Valores em média + EPN)<0,05,** p<0,001, vs. idade anterior, Anova one way
para medidas repetidas, pds-teste Tukey.
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Ao avaliar o tempo em que o animal permaneceu parado no campbséovado um
declinio até P17, havendo diferenca entre P8 e P14, e P14 e P17 (p<Bi®04A). No
sentido inverso, houve aumento no tempo de imobilidade em P60 quando clmgmaR30
(p<0,001) (Fig. 4A). O numero de paradas no campo aberto apresenmumento entre P8
e P14 (p<0,001), seguido por um declinio entre P14 e P17 (p<0,001) 4@B)g.
Posteriormente, aos 60 dias, foi verificado outro aumento no numeparaeas (p<0,001)
(Fig. 4B). O tempo médio gasto pelo animal em cada paradaempou reducdo entre P8 e
P14 (p<0,001), mantendo-se constante nas outras idades (Fig. 5).
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Figura 4 — Desenvolvimento da atividade locomotoraRatos normais (n=19) foram avaliados em campo
aberto, nas idades apresentadas, durante doisanintiempo de imobilidade (A), nimero de paradas(B).
Valores em média + EPM* p<0,001, vs. idade anterior, Anova one way paraidas repetidas, pos-teste
Tukey.
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Figura 5 — Desenvolvimento da atividade locomotoraRatos normais (n=19) foram avaliados em campo
aberto, nas idades apresentadas, durante doisanirRelacdo tempo de imobilidade/nimero de paréjas
Valores em média + EPM* p<0,001, vs. idade anterior, Friedman, pds-testen3u

Em relacdo ao tempo de permanéncia nas diferentes areas doatzartpo pode-se
observar influéncia da idade (F=8,49, p<0,001) e da area estldadar (28, p<0,001), além
da existéncia de interacdo idade x area (F=89,70, p<0,001). Houveiigéo do tempo de
permanéncia na area central até o P17, com diferenca ép&e ¢14, P14 e P17 (p<0,001)
(Fig. 6). O tempo de permanéncia na area intermediari@ratom entre P8 e P14 (p<0,001),
diminuindo em P17, em relacdo a P14 (p<0,001) (Fig. 6). Na anééripar houve aumento
do tempo de permanéncia até P17 (p<0,001), seguido por reducdo em P21 ({&yo6)L)
No estudo pelas idades, a permanéncia dos animais na ared feemtraior comparada as
duas outras areas, em P8 (p<0,001) (Fig. 6). Em P14, o tempoanaediférica diferiu
apenas da area intermediaria, apresentando-se aumentado (p<Bi@086).(Em todas as
outras idades estudadas, os animais permaneceram maisnarapea periférica (p<0,001),
ndo havendo diferencas entre o tempo de permanéncia nas dteasecetermediaria (Fig.
6).
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p<0,001, mesma area vs. idade antemprb, ¢ p<0,001, vs. area na mesma idade (a, area cehirakea
intermedidria; c, area periférica). Anova two waygmedidas repetidas, pés-teste TukeyqE 8,49, p<0,001;
F 4e=217,28, p<0,001; Bade x 2x89,70, p<0,001

4 Discussao

Neste trabalho, apresentamos um sistema automatico deeasfgllscomocao, para
roedores. Este sistema foi capaz de analisar todos os pa@rdesejados, utilizando os
mesmos algoritmos para todas as andlises, e de forma gdapendente do pesquisador.
Este era responsavel apenas pela criagdo da mascarapfzareeigo do campo aberto, e por
alimentar o sistema com informacfes sobre o animal e sobrecespo de conversédo do
video em quadros. Para testar o sistema, analisamos o deseautdvda locomogéo, em
ratos normais. Os resultados obtidos estdo em acordo com dadoswveispoai literatura
sobre o padréo desenvolvimento de atividade locomotora, paradas lanimais estudados.

Altman e Sudarshan (1975) observaram o desenvolvimento motor de deatos
laboratério (Rattus norvegicus), submetidos ao teste em campo,aterPl a P21. Estes
autores realizaram andlise dos aspectos qualitativos da dgédom Apesar de terem
observado diferencas no decorrer do desenvolvimento, ndo puddedraleser valores que
pudessem ser comparados a outros trabalhos. Além disso, aagBseapresentava-se algo
subjetiva. Westerga e Gramsbergen (1990) estudaram o desenwbdvitaelocomocéo, em
ratos, de P10 a P20. Diferentemente dos primeiros, estessautdizaram a analise de
imagens do caminhar dos animais, sobre um corredor, para o estudocod®d¢édo. Eles

foram capazes de realizar andlise qualitativa, quantitagivainematica do caminhar.
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Entretanto, ndo puderam avaliar as diferencas comportamaptaisentadas pelos animais
durante o desenvolvimento. Ademais, a exposicdo desses a uwedocorlimitava a
apresentacdo da locomocdo espontanea. Nosso trabalho, assim cot@dogs foi capaz de
evidenciar as mudancas na locomocao, decorrente do seu deseantlviObservamos um
inicio (P8) de menor atividade, estabilizando-se o padréo emelRdlnindo posteriormente
guanto as questbes comportamentais e melhora do desempenhoAftsicontrario do
trabalho de Westerga e Gramsbergen (1990), o nosso ndo nos paraiisar o ciclo da
marcha, mas nos permitiu verificar o desempenho global do krpelas parametros de
distancia percorrida, velocidade e poténcia média. Além dssmmpo aberto oferece a
possibilidade de locomoc¢do mais livre para o animal, que asénmanta espontaneamente
sobre este.

Mais recentemente, novos sistemas de andlise da locomocédo desamvolvidos.
Alguns realizam a andlise da locomog¢do a partir darriggedo de feixes de luz
infravermelha, e expressam seus resultados na forma de cordagevezes em que a luz foi
interrompida, considerada locomocéao horizontal (Ba e Seri, 1998i&kowski et al., 2000;
Bellinger et al., 2006). Neste tipo de analise, algumassy¢ambém ¢é incluido o estudo dos
movimentos na direcao vertical (Bellinger et al., 2006). Nogmestrabalho, ndo pudemos
calcular a atividade do animal na direcdo vertical, maspptio lado, podemos, de forma
mais exata, quantificar os movimentos horizontais.

Outros sistemas de analise utilizam, assim como o aprdeentegens de video para
extracdo dos parametros de estudo (Sams-Dodd, 1995; Noldus, SpigkJenbesch, 2001).
Alguns necessitam que imagens gravadas inicialmente em modldgian sejam
digitalizadas, para posterior andlise (Noldus, Spink, e Tegelemb@901). Isso, muitas
vezes, ocasiona perda da qualidade do video, com aparecimentddde que podem
interferir na extracdo dos dados (Noldus, Spink, e Tegelenbosch, ZFa@lgste motivo,
nossas aquisi¢cdes foram realizadas por uma camera de vidamding no modo digital, ndo
existindo o armazenamento analégico.

A maioria dos sistemas que trabalham com imagens digitamwildistingdo de cor
para diferenciar o animal estudado do aparato (Sams-Dodd, 1995; Nojonk, 8
Tegelenbosch, 2001). Em nosso sistema, utilizamos a diferemdagatensidade de pixels
entre branco e preto. Para aumentar o contraste entre @ catampo aberto, todo o campo
apresentava a cor preta. Alguns autores utilizam iluminacaetagara isto, entretanto esta
técnica pode influenciar o comportamento desenvolvido (Kulikov, Tikhorkavéov, 2008).

Nos trabalhos em que sdo utilizados mais de um animal por éestenum tingir um dos
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animais para diminuir sua area corporal e diferencia-lo do,aqueparticipa do mesmo teste
(Sams-Dodd, 1995; Noldus, Spink, e Tegelenbosch, 2001; Sustr et al., Ed®IT)osso
sistema, demos prioridade ao estudo individual dos animais, excluiretfer@ncia de
comportamentos de interacdo sobre a expressdo da locomocao.

Em relacdo aos parametros extraidos das imagens, ha granmaigho/agntre o0s
diversos trabalhos. De forma geral, a maioria apresentat@ndia percorrida (Sams-Dodd,
1995; Noldus, Spink, e Tegelenbosch, 2001; Kulikov, Tikhonova, Kulikov, 2008jogOut
dados, como velocidade, também podem ser incluidos (Noldus, Spinkgeter®sch,
2001), e alguns utilizam a divisédo do aparato em areas para esttmt@aportamento (Sams-
Dodd, 1995; Noldus, Spink, e Tegelenbosch, 2001).

No presente sistema, apresentamos dois tipos de abordagens smitpma@cao: a
biomecanica e a comportamental. A primeira foi expressa @& par parametros como
distancia percorrida, velocidade média e poténcia médide$ldriscamos exprimir como se
apresentava a capacidade mecanica do animal em deslocao-sstudar o animal por
diferentes fases da vida e confrontarmos os achados com daddsratard, pudemos
observar que sua capacidade de gerar movimento esta ligatlelbde maturacao, ativagéo e
coordenacdo das estruturas neurais (sensoriais e motoras) (¥inal., 2002), e,
principalmente, a ativacdo muscular (Gramsbergen, 1998).aParslise comportamental,
utilizamos o estudo do tempo e nimero de paradas e sua rel@gpaajaadistribuicdo do
animal pelas areas campo aberto. Nesses aspectos, remstzslos estdo em acordo com 0
disposto na literatura sobre o aumento da atividade exploratdaairderacdo com o meio,
entre o desmame e o 30° dia pds-natal (Ba e Seri, 1995).

A possibilidade de extrair parametros biomecéanicos e comportasientaim mesmo
teste é (til, pois nos permite uma visdo mais ampla sobre cadgéo, visto que o
comportamento € influenciado pela capacidade em gerar movimewite-versa (Prut e
Belzung, 2003). Por exemplo, ao estudarmos o tempo de permanéscé@eas pudemos
observar que o tempo gasto em P8 na area periférica foi muiteregqm relacdo as outras
idades. Porém, mais do que representar um comportamento mengs alosamimal (Prut e
Belzung, 2003), isto representa a incapacidade deste emalesdoaté areas mais externas,
decorrente da imaturidade de seu controle muscular e maturagéd (Gramsbergen, 1998;
Vinay et al., 2002). No outro sentido, algumas drogas, que atuam cam@portamento
emocional, podem alterar o deslocamento dos animais, mesmo isemn digetamente sobre

o sistema muscular (Sams-Dodd, 1995; Siemiatkowski et al., 2000).
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O sistema de andlise apresentado mostrou-se uma fersaatérpara o estudo da
locomocgéo, apresentando baixo custo para sua implantacdo. Ron se&tema automatico,
necessita de pouco tempo para analise, ndo sofre influéncieestuigador em seus
resultados, permitindo alta reprodutibilidade e confiabilidade ndssd@&demais, € capaz de
evidenciar alteracdes na atividade locomotora, podendo ser exdpreq diversos estudos

sobre o tema.
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Artigo original 2

Tratamento neonatal com agonista 5-H7a: influéncia sobre o desenvolvimento da

locomocéo e programacao da resposta aguda a buspirona.

Resumo

O sistema serotoninérgico esta relacionado a regulacdo desablivfuncdes, dentre elas
encontra-se a locomocdo. Sugere-se que, nesta funcéo, sg@oase@m intermediada via
receptores 5-Hia. Neste trabalho, investigamos a influéncia da admig#tracrénica de
buspirona (agonista parcial 5- k) sobre o desenvolvimento da locomocéao e a possibilidade
de programar a resposta a manipulacdo aguda. Filhotes machossd@fstdr receberam
buspirona nas doses 2,5 (n=13), 5 (n=13) e 10 (n=13) mg/Kg, ou Gadibd, NaCl 0,9%),
ambos via subcuténea, de P1 a P21. A atividade locomotoraal@darem P8, P14, P17,
P21, P30 e P60, durante 2 minutos, no teste de campo aberto. Em P70ais raacieberam
dose de buspirona 5mg/Kg, e apés 30 minutos, foram submetidos novaméeastea Em
todas as avaliacdes foram analisados: distancia percorrldaidegle média, poténcia média,
tempo de imobilidade, numero de parada, relacdo tempo/nimero ata partempo de
permanéncia nas areas do campo. O tratamento neonatal regosmeia média, em P60, e
alterou a evolugéo dos parametros numero de paradas e telaginde imobilidade/nimero
de parada, nas doses mais baixas, durante o desenvolvimento. Misadgéio aguda de
buspirona reduziu a atividade locomotora, em todos os animais, indicangossivel efeito
sedativo da droga. Entretanto, o grupo que recebeu a dose maig &ltispirona durante o
aleitamento, essa reducéo foi menor. A manipulagcado neonatalpgspirona, altera alguns
parametros da atividade locomotora e modifica a resposta agudarmaco, sugerindo
ocorréncia de programacao.

Palavras-chavesdesenvolvimento, programacao, buspirona, locomocao

1 Introducao

Estudos epidemioldgicos e experimentais tém evidenciado correlagie
modificacdes do ambiente pré- e pés-natal e surgimento de daengaspostas fisioldgicas
alteradas, na vida adulta (Hales e Barker, 1992; Barretteivis et al.,, 2002; Lopes de
Souza et al., 2008). Alteragdes permanentes na estrutura e filmgiganismo, mecanismo
conhecido como programacéao, poderiam explicar essa correlagéo, (12@as As alteragbes
prejudicariam a capacidade do organismo em responder a mudancagiaiapbor vezes
necessarias, predispondo-o a doencas (Hales e Barker, 1992). Mdi@puéalversas, no
periodo critico do desenvolvimento, podem ocasionar altera¢desnaat®s na locomocao,
apresentando modificacbes na marcha, postura, entre outros (&8s, Myoga et al.,
1995; Pflieger, Clarac e Vinay, 2002).
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Neurotransmissores, como a serotonina (5-HT), estdo relacioramosdiversas
etapas do desenvolvimento, atuando em varios sistemas (Lalg88). A 5-HT esta
envolvida na regulacdo de diversos comportamentos e funcfe®disasd, como sono,
locomocéao, ingestdo alimentar, termorregulacdo, humor esgst(elalford e Blundell, 1996;
Imeri et al., 1999; Jacobs e Fornal,1999). Em relacdo a locomnsalie-se que as projecdes
serotoninérgicas alcancam a medula espinhal no 14° dia emhwidB&d), sendo uma das
primeiras vias descendentes na regido (Rajaofetra d198P; Clarac et al., 1998), servindo
como sinal para diferenciacdo e estabilizacdo para divpgasacdes neuronais, que se
projetardo para a medula durante o desenvolvimento (Jacobs e ES8¥L, A aplicacdo de
5-HT em preparados de medula espinhal isolada de ratos & dapavocar padrdo de
atividade motora semelhante aquele apresentado durante locomogé, radramado de
locomocgéo ficticia, em fetos (lizuka, Nishimaru e Kudo, 1998&alMama, Nishimarua e
Kudo, 2001) e neonatos (Cazalets, Sqgalli-Houssaini e Clarac, 19%2nB&lorin e Viala,
2001). Induzindo ritmicidade e ativacdo tbnica (Ballion, Morin e l&yia2001),
desempenhando importante papel nas propriedades de disparo dos motoné¢Rfieies,
Clarac e Vinay, 2002). Liberacédo de 5-HT pelo corno dorsal eldula parece modular a
locomocédo atuando, principalmente, nos motoneurénios (Gerin @0@B). Alteracdo nas
concentracdes de 5-HT, através de manipulacbes farmacaslogicaante periodo de
desenvolvimento, induz atraso no desenvolvimento somatico, aeffexda atividade
locomotora (Myoga et al., 1995; Borella, Bindra e Whitaker-Aanit997; Pflieger, Clarac e
Vinay, 2002; Deir0 et al., 2006).

Entre os receptores serotoninérgicos, o receptor H-HT muito conhecido e
caracterizado (Barnes e Sharp, 1999). Este receptor pareceradacionado, de alguma
forma, com a regulacdo da atividade locomotora (Wallis, 1994)ge@sdores de padrao
central (do inglés, central pattern generator — CPG), localizaglonedulas espinhal e que
geram a locomocao ficticia, parecem ser regulados peleptoges 5-HTa (Wallis, 1994).
Administracdo de crbnica de agonistas 5kTem ratos com lesdo medular, resulta na
melhora da funcdo motora, porém esses efeitos desaparecem tépdsno do tratamento
(Antri et al., 2003; Bravo et al., 2007). Alguns estudos demongjuama estimulacdo dos
receptores 5-Hix diminui a atividade locomotora (Angrini, Leslie e Shephard, 1P8dts et
al., 2000; Majercsik et al., 2003; Eskow et al., 2007), enquantosorgfatam que aumenta
(Evenden, 1994; Borella, Brinda e Whitaker-Azmitia, 1997). Estudo administracdo, no
periodo pré-natal, de buspirona evidenciou efeitos benéficos desteadobomocao, quando

sua administracdo estava associada a existéncia de eveessas(Nishio et al., 2001). A
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variedade na resposta motora a manipulacdes dos receptoreg,5eHil animais, parece
depender da dose utilizada, da duracdo e idade na qual o tratdoieralizado (Geyer,
1996; Borella, Bindra e Whitaker-Azmitia, 1997).

A partir de observacdes experimentais da influéncia da gfilzale agonista do
receptor 5-HTA sobre o desenvolvimento somatico e reflexo, indagamos se ndoahaveri
também interferéncia sobre o desenvolvimento da locomocam dikso, questionou-se se a
manipulagéo precoce poderia programar a resposta a administgagiodo mesmo farmaco.
Para tal estudo, utilizamos, no presente trabalho, buspironaagonista parcial 5-
HTia/antagonista D2 (Carli, Prontera e Samanin, 1989). A manipulagéwcoldgica foi
realizada durante todo o periodo de aleitamento. Em vista datémpier desta fase para o
desenvolvimento da locomog¢do — periodo onde ocorre a maturacdo dasdgsrojec
descendentes, aumento do tdbnus muscular e do controle da musculatonzale membros
(Westerga e Gramsbergen, 1990; Gramsbergen et al., 1998;, Brocard e Clarac, 2000).
Além disso, foi investigada a acdo da administracdo adedauspirona sobre a locomocao,

em animais adulto-jovens.

2 Materiais e Métodos

2.1 Animais

Ratos da linhagem Wistar, provenientes do biotério de criagcdo dot@rapato de
Nutricdo — Universidade Federal de Pernambuco — Brasil, fasalados para obtencao de
ninhadas. Os animais eram mantidos em um ambiente com contriglmgeratura (22°C +
2°C) e luz (21:00 as 9:00 acesas). Um dia ap0s o nascimento, otosauaahos foram
separados das respectivas mées para serem pesadoibeidiis, equitativamente, entre os
grupos experimentais. O dia do nascimento foi considerado dia O 1{&0). As ninhadas
eram constituidas pela mée e oito filhotes. A partir do 21pdsanatal (P21), os filhotes
foram separados das maes (desmame), ficando em gaiolas agngmh no maximo quatro
animais, até o final dos experimentos. Os animais tinhamdisesso a agua filtrada e dieta
padrao do biotério (racdo LABINA - Purina do Brasil, contendo 23%rakeina). O peso dos
filhotes foi aferido de P1 a P21 e em P30, P40, P50, P60, P69 €de68.0s procedimentos
realizados foram aprovados pela Comisséo de Etica em Expeag@ierdnimal (CEEA) da
Universidade Federal de Pernambuco e seguem as recomendac¢dasodal Nhstitute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals.
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2.2 Tratamento farmacologico e grupos experimentais

Todos os animais receberam diariamente, do P1 a P21, injecaatésidac de:
buspirona (nas doses 2,5, 5 ou 10 mg/Kg, n=13 para cada dose) ouN&lha (9%, n=14),
todas num volume de 1ml/100g de peso corporal. Em P70, todos os aréoebsram
injecdo aguda de buspirona (5mg/Kg), via intraperitoneal, no messtume descrito
anteriormente. Buspirona, obtida na forma de sal (Vico-famnasil), foi dissolvida em

salina. As manipulagdes ocorreram entre 12:00 e14:00h.

2.3 Registro da atividade locomotora

Os animais foram retirados das gaiolas e colocados em umocaberto circular
(O1m), delimitado por paredes de 30 cm de altura, com paredesle pretos. O animal
locomovia-se livremente no campo, enquanto uma camera digiglafino teto da sala
registrava seus movimentos.

Em P8, P14, P17, P21, P30 e P60, os animais foram filmados duoéntaidutos.
Nas quatro primeiras idades, avaliacdo da locomogdo ocorreu antdsatdmento
farmacologico do dia. Em P69 e P70, o registro durou 10 minutos, e7/@noderreu 30
minutos apos a aplicagdo de buspirona. As filmagens foram reaizatie 12:00 e 14:00h.
Apoés cada animal, o campo aberto foi limpo com solucdo de abimdorito, para evitar

influéncia de estimulacgéo olfatéria.

2.4 Andlise da atividade locomotora

O registro da trajetoria foi enviado ao computador através deinteréace, sendo
convertido em quadros para processamento. Através de técnicaxcdsspmento digital de
imagens, cada quadro foi filtrado de forma a isolar o campo do®®ljee estdo no entorno.
Em seguida foram determinadas as coordenadas da posicdo do amimzdda quadro,
reconstruindo sua trajetoria. De posse da trajetéria, do olendo intervalo de tempo entre
0os quadros, e da massa do animal foram calculados os seguirdesetpas: distancia
percorrida, velocidade média$/AT), poténcia média (MY2AT), tempo de imobilidade,
namero de paradas, relacdo tempo de imobilidade/nimero daparéempo de permanéncia
em cada area do campo (Fig.1). De todos os videos proveniestdindegens foram
extraidos esses parametros. O conjunto dos parametros avébiacimssiderado para estudo

da atividade locomotora.
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Central
Intermediaria

Periférica

Figura 1. Representagdo das areas, virtualmente criades,goalise do tempo gasto pelos animais em cada
regido do campo. As areas apresentavam raios &&b,00,33, 0,5 metros, (area central, intermedi&ria
periférica, respectivamente).

2.5 Andlises estatisticas

Anova one way medidas repetidas foi aplicado para parametresie pos-teste
Tukey. Para estudo da atividade locomotora, nos parametros digtérmarida, velocidade
média, poténcia média, tempo de imobilidade, nUmero de paeatempo de permanéncia
nas areas, foi utilizado Anova two way (dose x idade) para eedipetidas, teste de Tukey
como pos-teste. Para a relacdo tempo de imobilidade/nimero deapaioi utilizado
Friedman, pos-teste Dunn’s. Para avaliacdo da resposta adpud@irona, utilizou-se o teste
T pareado (intragrupo), e Anova one-way (intergrupo), pos-teste THkegto para a relacéo
tempo de imobilidade/nimero de paradas, onde se utilizou os \fé#teson Signed Rank
(intragrupo) e Kruskal-Wallis (intergrupo), assim como o teleDunn’s como poés-teste.
Nivel critico de significAncia de 0,05 sempre foi consider&® dados sdo expressos em

média + erro padrdao da média (EPM).
3 Resultados
Em relacdo a evolucdo ponderal, pudemos observar uma diminuicad@5p<a,

massa corporal, nos animais tratados com buspirona em relagégpadsalina, em P14, P17

e P21. Este efeito ocorreu em todas as doses utilizadag)Fig
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Figura 2. Efeito do tratamento neonatal com buspirna sobre a massa corporal (g)Do 1° ao 21° dia pés-
natal, ratos Wistar receberam inje¢fes de buspimemdoses 2,5 (n=13), 5 (n=13), 10(n=13) mg/Kgaducéo
salina (n=14). Valores expressos em média + ERM), c= p < 0,05 (a, Busp 2,5 vs. Salina; b, Busp 5 vs.
Salina; ¢, Busp 10 vs. Salina), Anova one way nasiiépetidas, pds-teste Tukey.

Para o estudo do desenvolvimento da locomoc&do, no parametro de ialistanc
percorrida, foi observado efeito principal da idade PE%,24; p<0,001), porém ndo houve
efeito da dose (F=2,73; p=0,053), nem interacdo entre dose e(F=HOR5; p=0,23). Em
relacdo a idade, houve aumento significativo da distancia,arvauhg a idade anterior, em P14
(p<0,001), P17 (p<0,001), P21 (p<0,001) e P30 (p<0,001). Em P60, foi verifiedoigio
(p<0,001) neste parametro em relacdo a P30 (Fig. 3A). Na datlecmédia, houve efeito da
idade (F=827,43; p<0,001), da dose (F=3,05; p=0,04) e ndo houve interacdoidade x
(F=1,54; p=0,09). Houve aumento progressivo da velocidade média, camndieentre
todas as idades estudadas para todos os grupos (p<0,01) (Fig.raB).pegncia média, foi
observado efeito da idade (F=1470,72; p<0,001), da dose (F=3,18, p=83pedio dose x
idade (F=2,04; p=0,01). Todos o0s grupos apresentaram aumento da pot&iliaieem P30 e
P60, comparada a P21 e P30, respectivamente (p<0,001). A poté&uia foi menor em
todos os grupos Busp quando comparados ao grupo Salina, em P60 (p<fag0@GL0)(

O tempo de imobilidade dos animais no campo aberto evoluiu de fomehsate
em todos os grupos analisados. Houve apenas influéncia da idd@& ,(R2; p<0,001), neste
parametro. Nao houve efeito da dose (F=2,04; p=0,12) ou interacdo dtmtex(F=1,31;
p=0,20). O tempo de imobilidade foi menor em P14 (p<0,001) e P17 (p<00@Hjpor em
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P60 (p<0,001), em relacdo as idades anteriores (Fig. 3D). dP@erametro niumero de
paradas, foi observado efeito da idade (F=23,01; p<0,001) e interaghin wiasle (F=2,38;
p=0,003). Ndo houve efeito da dose isoladamente (F=0,91; p=0,44). Nossatsg@rupos
Salina e Buspl0O, foi observado aumento do numero de paradas em P14 (p«€0,001)
diminuicdo em P17 (p<0,04), quando comparados as idades antdfigre3K). Na relacéo
tempo de imobilidade/namero de paradas, foi encontrada apenasidéuimlesta em P14
(p<0,05), quando comparado a P8 , nos grupos Salina e Busp10. Nos aiyjossegrdades

nao foram observadas diferencas (Fig. 3F).
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Figura 3. Efeito do tratamento neonatal com agonist 5-HT;, sobre os parametros da atividade
locomotora. Do 1° ao 21° dia pds-natal, ratos Wistar recebengecoes de buspirona, nas doses 2,5 (n=13), 5
(n=13), 10(n=13) mg/Kg ou solugdo salina (n=14). Masles indicadas, os animais foram avaliados p& do
minutos no campo aberto. A, Distancia Percorridg BnVelocidade Média (m/s); C, Poténcia Média (jn,
Tempo de Imobilidade (s); E, NUmero de Paradas Amfyva two-way medidas repetidas, seguido de Tukey
Tempo de imobilidade/nimero de paradas (s), Friediseguido de Dunn’s,, b, c= p < 0,05 (a, Busp 2,5 vs.
Salina; b, Busp 5 vs. Salina; ¢, Busp 10 vs. Splg=ap < 0,05 (vs. idade anterior). Em E e F, diferesyganas
nos grupos Salina e BusplO. Valores expressos edianté EPM. Distancia Percorrida —q&g& 211,24;
p<0,001; Rose2,73; p=0,053; Fadexdosz1,25; p=0,23; Velocidade Média f5=827,43; p<0,001; fs=3,05;
p=0,04; Fyadexdosz1,54; p=0,09; Poténcia Média 1f=1470,72; p<0,001; §s53,18, p=0,03; Fadexdosz2,04;
p=0,01; Tempo de Imobilidade wf&e127,72; p<0,001; f5s=2,04; p=0,12; Fadexdosz1,31; p=0,20; Namero de
Paradas —f4s23,01; p<0,001; £s0,91; p=0,44; Fadexdosz2,38; p=0,003.
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Na andlise do tempo que os animais gastaram em cada arefyi rservada
influéncia da dose em nenhuma das areas (area cen®adZp=0,74; area intermediaria F=
2,16, p=0,10, area periférica 529, p=0,83). Da mesma forma, ndo houve interacdo entre
dose e idade (area central E27, p=0,29; area intermediaria 6:85, p=0,62; area periférica
F=1,44, p=0,13). Foi observado apenas efeito da idade sobre o tempordméearia em
cada area (area central F= 292,78, p<0,001; area interme8/rib,60, p<0,001; area
periférica F= 180,70, p<0,001).

Na area central, pode-se observar diminuicdo do tempo de perisagénel4 e P17
guando comparado as idades anteriores (p<0,001). A partir de P17, ndcaheragio no
tempo de permanéncia nesta area. Na area intermedidservamos um aumento do tempo
de permanéncia em P14 (p<0,001), seguido de uma reducdo em P17 (p<0/afii)
aumento em P21 (p<0,001). A partir de entdo, o tempo gasto na arem@eeu constante.
Os achados em relacdo a area periférica seguiram dioggita aos da area central. Foi
observado um aumento progressivo do tempo de permanéncia na déicpeaté P17

(p<0,001) e a partir deste o tempo permaneceu constantdTgb

Tabela 1 Efeito do tratamento neonatal com agonista 5-Hjl, sobre o tempo de permanéncia (s) em cada
area do campo abertoDo 1° ao 21° dia pds-natal, ratos Wistar recebeénggqdes de buspirona, nas doses 2,5
(n=13), 5 (n=13), 10(n=13) mg/Kg ou solucao salinal#). Nas idades indicadas, os animais foram al@dia
por dois minutos no campo aberto Valores expressomédia £+ EPM* = p < 0,05 (vs. salinag= p < 0,05 (vs.
idade anterior). Anova two way medidas repetidaguglo de Tukey.

Grupos'dades P8 P14 P17 P21 P30 P60
Tempo de Permanéncia na Area Central (s)
Salina 114,72+ 2,92 41,91 +4908 10,38+1,878 18,33+3,16 9,24+144 9,76+1,52
Busp 2,5 109,64 +5,06 41,80 £9,058 21,69+7,048 14,15+3,01 9,08+1,56 10,92 2,47
Busp 5 96,21 +9,51 40,62+7,968 21,08+5,838 10,97 +1,44 10,21+1,36 10,72+3,24
Busp 10 110,92 + 4,41 34,97 +6,958 13,03 +2,148 10,82+1,99 14,31+2,73 11,08+ 1,67
Tempo de Permanéncia na Area Intermediaria (s)
Salina 529+292 30,14+4588 6,10+1,288 18,52+2,7681,76+2,93 21,95=*3,28
Busp 2,5 10,36 £5,06 28,72+6,868 11,49+3,208 15,49+2,2982,00+2,62 24,62+4,15
Busp 5 1733+7,70 34,77 +7,518 12,00+3,788 18,92 +3,9188,26 +3,36 24,15+1,74
Busp 10 8,46 £4,43 20,31+3,628 8,26+1,838 21,54+3,2385,08+2,51 31,18 +3,32
Tempo de Permanéncia na Area Periférica ()
Salina 0,00+0,00 47,95+7,398 103,53 +2,25883,15+4,74 89,00+3,78 88,29+4,03
Busp 2,5 0,00+0,00 49,49+9,968 86,82+9,128 90,36 +4,96 88,92+3,45 84,46+5,75
Busp 5 6,46 +4,36 44,62+9,078 86,92 +8,338 90,10+4,05 81,54+3,96 85,13+3,69
Busp 10 0,62+0,62 64,72+7,678 97,33+3,518 87,64+4,12 80,62+4,44 77,74+3,76

Area Central — Fya0e=292,78, p<0,001; fs=0,42, p=0,74; Rose xidace 1,17, p=0,29
Area Intermediaria — Rage=15,60, p<0,001; fpss=2,16, p=0,10; Rose x idade 0,85, p=0,62
Area Periférica — kga4e=180,70, p<0,001; 50,29, p=0,83; Fose xidaie 1,44, p=0,13
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Em P70, foi avaliada influéncia da administracdo aguda sobreoandgéo e a
possivel ocorréncia de programacdo a essa resposta, emédeieodo tratamento neonatal
com o mesmo farmaco. Em relacdo as analises pré-tramnmstgrupos tratados com
buspirona no periodo neonatal ndo diferiram do grupo tratado com salina, emosodos
parametros analisados (distancia percorrida: p=0,56; velocid&da:mp=0,06; poténcia
média: p=0,05; tempo de imobilidade: p=0,27; nUmero de paradas: p=&Zor tempo de
imobilidade/namero de paradas: p=0,33). Nas analises pOs-trataagerdo com buspirona
5mg/Kg, foi observado que a distancia percorrida pelos anigquasreceberam buspirona
10mg/Kg, durante o periodo neonatal, foi maior em relacdo aosianmatados com salina,
(p=0,03), ndo havendo diferenca em relacdo aos outros grupOs0%p Nos outros
parametros avaliados pés-tratamento, os grupos nao diferiram nfvelocidade média:
p=0,22; poténcia média: p=0,22; tempo de imobilidade: p=0,08; nimero attapap=0,16;
relacéo tempo de imobilidade/namero de paradas: p=0,16Y()Fig

Quando comparamos os valores das analises pré-tratamento coes atasehnalises
pos-tratamento, observamos reducédo da distancia percorrida (p<® &0hento da poténcia
média (p<0,001) em todos os grupos. A administracdo aguda de buspiroia Setyiziu a
velocidade média em todos os grupos (p<0,05), exceto no grupo tratadduspirona
5mg/Kg no periodo neonatal (p=0,052). Na analise pds-tratamergmpo tde imobilidade
no campo aberto (p<0,001) e a relacdo tempo de imobilidade/nimeroades§<0,001)
foram maiores, para todos os grupos, em relacdo aos valorgatpréento. O numero de
paradas diminuiu na analise pdés-tratamento, em relacdo @apmdé¢nto, para todos 0s
grupos (p<0,001) (Fig 4).
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Figura 4. Efeito da administragdo aguda de buspiroa sobre os parametros da atividade locomotordo 1°
ao 21° dia pos-natal, ratos Wistar receberam ieegi®e buspirona, nas doses 2,5 (n=13), 5 (n=18)=18)
mg/Kg ou solucdo salina (n=14). Aos 69 dias, foraaliados por 10 minutos no campo aberto (pré-tratan).
No dia seguinte, receberam injecdo de buspirondlegngp, apés 30 minutos, foram avaliados por ifutos
no campo aberto (pos-tratamento). A, Distancia é*ada (m); B, Velocidade Média (m/s); C, Poténbléadia
(mW); D, Tempo de imobilidade (s); E, Niumero deagglas (n°);* = p < 0,05 (vs. Salina, Anova one way,
seguido de Tukey)= p < 0,05 (vs. Pré-tratamento, teste t pareadojempo /nimero de paradas (8§, p <
0,05 (vs. Pré-tratamento, Wilcoxon Signed Rank)okés expressos em média £ EPM.

Na andlise do tempo gasto pelos animais em cada area do pau@dae observar o
tratamento neonatal ndo interferiu neste parametro em nentasmavaliacdes $0,05).
Também em relacdo a este parametro, todos os grupos apresear@dugéo no tempo de
permanéncia na area central (p<0,001) e na intermediaria (p<Cg0@dynento no tempo na
area periférica (p<0,001), quando comparados o0s valores poOs-traiacwnt os pré-

tratamento (Fig. 5).
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Figura 5. Efeito da administracdo aguda de buspirom sobre o tempo de permanéncia em cada area do
campo aberto.Do 1° ao 21° dia pOs-natal, ratos Wistar recebénggndes de buspirona, nas doses 2,5 (n=13), 5
(n=13), 10(n=13) mg/Kg ou solugdo salina (n=14). A8sd@as, foram avaliados por 10 minutos no campo
aberto (pré-tratamento). No dia seguinte, recebeéngegdo de buspirona 5mg/Kg, i.p, apos 30 minuftmsm
avaliados por 10 minutos no campo aberto (pOsrratdo). Valores expressos em média + EPM. No estudo
intragrupo (Pés-tratamento vs. Pré-tratamento, pasma area), todos os valores diferiram (p< 0,0&0Abn
Signed Rank) (marcadores omitidos). Na andlis&&bna nao houve diferenca.

4 Discussao

De forma geral, nossos achados demonstram que a administraidoa cde
buspirona, durante o periodo de aleitamento, ocasiona reducdo da cogswal ainda
durante o aleitamento e reducéo da poténcia média, em P60. Adalteagsa evolucdo da
caracteristica de numero de paradas e relacdo tempo de dmdélfiimero de parada, nas
primeiras semanas de vida. A administracdo aguda de buspimremimais adulto-jovens,
reduz a distancia percorrida, velocidade média e nimero de paedémm de aumentar a
poténcia média, tempo de imobilidade e relacdo tempo de imobkilidadero de paradas,
avaliados pelo teste em campo aberto. ApoOs injecdo aguda @eobas a distancia
percorrida pelos animais que haviam recebido buspirona 10mg/Kg riod@@eonatal, foi
maior que aquela do grupo que recebeu salina, no mesmo periodo.

Neste trabalho, houve reducdo do ganho de massa, da seguntkira semana de
vida, nos animais tratados com buspirona. A 5-HT apresenta&ncflu sobre a ingestao
alimentar, o que pode alterar o ganho ponderal (Halford e Blundé&#ib).18dministracéo
cronica de agonistas 5-hly aumenta a liberagdo de 5-HT (Riad et al., 2001; Blier ed\Wa
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2003). Este aumento ocasionaria diminuicdo da ingestdo alimemansequentemente, do
ganho ponderal, explicando o efeito observado no presente trabalho.

No presente trabalho, os animais tratados com buspirona, naslddsése 5 mg/Kg,
no periodo neonatal, ndo apresentaram a mesma evolucdo dos animeite quos
parametros de numero de paradas e relacdo tempo de imobilitadeo de parada. Isto
representa que o nivel de atividade destes animais ndw diten o desenvolvimento. A
observacdo de que doses mais baixas de buspirona apresentararta régpmnte da
apresentada pela dose mais alta, esta relacionada adoéfesico ou em forma de U que este
farmaco apresenta (McNaughton, Panickar, Logan, 1996; WistowakeiSet al., 2005;
Auclair et al., 2007). Isto pode ser explicado pelo fato da buspg®nam agonista parcial
dos receptores 5-HX, e também interagir com receptores dopaminérgicos (Ceolitéta e
Samanin, 1989).

Em todas as doses utilizadas, a poténcia média produzida, enfoPB&nor nos
grupos manipulados com buspirona no periodo neonatal. Neste trabalho,reomssde@penas
a poténcia produzida a partir da energia cinética dissipadatdunr tempo em que o animal
permaneceu em movimento. Desta forma, os parametros de cogsseal, velocidade média
e tempo de parada sao utilizados no célculo. Individualmerstes galores ndo diferiram do
grupo controle, mas, ao serem utilizados em conjunto, evidantiar reducdo. Nao
encontramos nenhum trabalho na literatura que tenha estudad@este parametro. Mas,
em nosso estudo, ele representa que os animais tratados coranayspirperiodo neonatal,
teriam uma menor capacidade em produzir movimento. Entretantos adtudos precisam
ser realizados para maiores esclarecimentos, pois um compgopergertamental (tempo de
imobilidade) esta incluso neste calculo. Nos outros paramestedgdos, a utilizacdo cronica
de buspirona néo alterou a locomogao, nem durante a administrag@HR8 e P21), nem
depois de cessado o tratamento (P30 e P60).

Apesar de terem recebido injegcdes com droga ansiolitiodi, (Beontera e Samanin,
1989), os animais dos grupos buspirona apresentaram distribuicdo migiscgenio campo,
assim como os do grupo controle. Prut e Belzung (2003) mostram peienanéncia nas
areas mais centrais do campo aberto seria caracteristidanihuicdo da ansiedade, efeito
esperado de drogas ditas ansioliticas. Entretanto, isso ndo foiasse@o presente trabalho.
Todavia a procura por regides proxima a paredes esta reldai@om um comportamento
normal de ratos conhecido como tigmotaxia (Treit e Fundytus,1988).

Borella, Brinda e Whitaker-Azmitia (1997), utilizando outro agoristdT;5, 0 8-OH-

DPAT, encontraram maior atividade espontdnea quando a manipulagéacdlogica
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aconteceu entre o P10 e P17, mas ndo quando utilizado entre o0 P3 e P10eo®2217
Talvez, a auséncia de alteracbes mais expressivas daisichgdo de buspirona aqui
apresentadas, deva-se ao uso muito prolongado (21 dias) da drogaodsria ocasionar
dessensibilizacao dos receptores bsRiad et al., 2001; Blier e Ward, 2003) antes que esses
alcancassem o periodo mais critico para sua atuac@sobmportamento locomotor.

Trabalho utilizando a deplecdo de 5-HT, com p-clorofenilalar@Aj], durante o
periodo de desenvolvimento, evidenciou importantes déficits postuaieracdo nas
distancias e velocidades desenvolvidas, e falta de coordeeatg@ membros (Myoga et al.,
1995; Pflieger, Clarac e Vinay, 2002). Sugerindo que manipula¢cdedwiis giobais de 5-
HT e ativacdo de outros receptores estejam mais relaeier@mn o desenvolvimento da
locomocgéo.

Na avaliacdo das alteracBes na atividade locomotora em tespasdministracao
aguda de buspirona, observamos reducdo da atividade locomotora em tcaiusnas,
independente do tratamento realizado no periodo neonatal. Esta redugiadtsrizada pela
diminuicdo da distancia percorrida, velocidade média e nunempachdas, e aumento no
tempo de imobilidade e na relagcdo tempo/nimero de paradas.

Na direcdo oposta, Evenden (1994) encontrou aumento da atividadetowm apos
injecdo de buspirona, em cobaias, mas esta resposta foi menor qop@doacia com outros
ansioliticos e foi limitada aos 30 minutos apoés a aplicacdo. Coamdmcom nosso trabalho,
Angrini, Leslie e Shephard (1997) encontraram reducdo na atividadendtmra apés
aplicacdo de buspirona, na dose de 5 mg/Kg e Nicolas, Kleim&séh (2007), na dose 3
mg/Kg. Aplicacdo de buspirona (10mg/Kg) reduziu a locomocaoaérs,r30 minutos apds
sua administracdo, no teste com labirinto elevado em cruz(dsd{ et al., 2003). Porém, os
mesmos efeitos ndo foram observados quando a andlise foi deali2zaou 4 horas apés
injecdo (Majercsik et al., 2003). Dois fatores podem estacioglados aos achados de
reducdo na locomocéo: efeito sedativo (Pruus et al., 2000) echloedse glicocorticéides
(Matheson et al., 1997; Haller et al., 2001).

O efeito sedativo seria mediado via antagonismo dos recept@raprBsentado pela
buspirona (Collinson e Dawson, 19%uus et al., 2000; Eskow et al., 2007). Entretanto,
Auclair et al. (2007) afirmam que a influéncia dos receptoresrdog@rgicos aconteceria
apenas em doses mais altas, e atuaria em oposicdo aos eéfedtivacdo dos receptores 5-
HTia, resultando numa auséncia de respo$ias.relacdo ao segundo fator, foi evidenciado
qgue a administracdo de buspirona aumenta os niveis de glicocorti(éidgegeson et al.,

1997), e isto poderia contribuir para reducdo da locomocéao (Haller 20@1; Majercsik et
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al., 2003). Nas andlises realizadas 2 ou 4h apés a aplica@dose observa reducdo da
locomocéo (Majercsik et al., 2003), pois os niveis de glicodites estariam normalizados
(Matheson et al., 1997; Haller et al., 2001).

O aumento da poténcia média, observado apds aplicacdo aguda de busgid@na
relacionado, em grande parte, ao aumento no tempo de imobilidade fGomelatado
anteriormente, este parametro foi utilizado para o calculo dangatéPor apresentar-se
aumentado, reduziu o denominador da equacéo, elevando o valor da pdéstgacaso, o
componente comportamental se sobressaiu aos aspectos biomecélmusnados a
poténcia produzida. Além disso, a buspirona é considerada um amsiqlie ndo apresenta
influéncia sobre a musculatura (Tunnicliff, Eison, Taylor, 1991).rédbmrando com o0s
nossos achados de tempo de parada, Lim et al. (2008) tambénatdrsesiumento do tempo
de imobilidade devido a aplicacdo aguda de buspirona, em ratos.

Em relacdo a distribuicdo dos animais pelas areas, encontaammesito significativo
no tempo gasto na area mais periférica. Isso representarigfaitm ansiogénico da droga
(Prut e Belzung, 2003). Collinson e Dawson (1997) observaram efeito @msimgda
buspirona no teste do labirinto elevado em cruz com doses de 4r&g8&s autores sugerem
gue o efeito ansiolitico possa ocorrer em doses menores (GollmsDawson, 1997).
Acreditamos que, no presente trabalho, este efeito estgaiado ao efeito sedativo. Como o
animal permanecia grande tempo parado, e essas paradas aoomecimaior nimero na
area periférica (dados ndo apresentados), isto aumentopo tEmpermanéncia nesta area.
Seriam necessarios estudos posteriores para discernir ijidddg esses animais realizavam
guando parados, para concluirmos realmente que se trata deae&igénico.

Apés administracdo aguda, a distancia percorrida pelos anirataslds, durante o
periodo de aleitamento com buspirona na dose 10mg/Kg, foi maior quéedamatdos com
salina. Este achado pode representar uma programacéo a respi@staaco. A manipulacao
no periodo neonatal, altera a expressividade dos receptores §R#d et al., 2001; Blier e
Ward, 2003), e pode modificar a influéncia da buspirona sobreradi#o de glicocorticéides.
Desta forma, diminuindo o efeito destes sobre a locomocéeradies na expressédo do
RNAm dos receptores 5-HA e nos niveis de 5-HT, no inicio da vida, estdo relacionadas a
modificacdes no desenvolvimento e na atividade do eixo hipotalamtapé#tadrenal (HPA)
(Erdeljan, MacDonald e Matthews, 2001; Andrews et al., 2004). Bdgeque mudancas 0s
receptores 5-Hin desempenhem um papel na programacdo da funcdo do eixo HPA
(McNaughton, Panickar, Logan, 1996; Andrews et al., 2004). Entretantta ndo se sabe se

esses efeitos sdo permanentes (Erdeljan, MacDonald e Mattke@k, Andrews et al.,
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2004). Portanto, maiores estudos necessitam ser realizadosquanfarmacao desta possivel
“programacdo serotoninérgica” a administracdo aguda do farmacasionada pelo
tratamento neonatal com buspirona.

Em resumo, a administragdo cronica de buspirona, em doses rixais, [@tera o
desenvolvimento de parametros relacionados a imobilidade, mocaperto. Em doses mais
altas, altera a poténcia produzida, tardiamente, e progragspasta a administracdo aguda
de buspirona, em animais adulto-jovens. A administragdo agudaugfgrona reduz a

atividade locomotora, no animal adulto-jovem.

5 Referéncias Bibliograficas

Andrews MH, Kostaki A, Setiawan E, McCabe L, Matthev® Hevelopmental regulation
of 5-HT;a receptor mRNA in the fetal limbic system: response to atdbgaicocorticoids.
Dev Brain Res. 2004;149:39-44.

Angrini M, Leslie JC, Shepard RA. Effects of propanolol, buspirq@PA, reserpine and
chlordiazepoxide on open-field behavior. Pharmacol Biochem Bal®®&8;59(2):387-97.

Antri M, Mouffle C, Orsal D, Barthe JY. 5-HT receptors are involved in short- and long-
term processes responsible for 5-HT-induced locomotor function rgcavehronic spinal
rat. Eur J Neurosci. 2003;18(7):1963-72.

Auclair AL, Galinier A, Besnard J, Newman-Tancredi A, Depé&xe R. Putative
antipsychotics with pronounced agonism at serotonin 5<Hihd partial agonist activity at
dopamine D2 receptors disrupt basal PPI of the startle refleats. Psychopharmacology.
2007;193:45-54

Ballion B, Morin D, Viala, D. Forelimb locomotor generatorslaguadrupedal locomotion in
the neonatal rat. Eur J Neurosci. 2001;14(10):1727-38.

Barnes NM, Sharp T. A review of central 5-HT receptors aheir function.
Neuropharmacology. 1999;38:1083-152.

Barreto Medeiros JM, Cabral Filho JE, De Souza SL, Fr8iws SR, Mendes Da Silva C,
Deir6 TC, Monteiro JM, Guedes RC, De Castro CM, Manhdes BRBstr€ R.Early
malnourished rats are not affected by anorexia induced by aigelserotonin reuptake
inhibitor in adult life. Nutr Neurosci. 2002;5(3):211-4.



59

Blier P, Ward NM. Is there a role for 5-Hd agonists in the treatment of depression? Biol
Psychiatry. 2003;53:193-203.

Borella A, Bindra M, Whitaker-Azmitia PM. Role of 5-HJin development of the neonatal
rat brain: preliminary behavioral studies. Neuropharmacology. 193#36445-50.

Bravo G, Ibarra A, Guizar-Sahagun G, Rojas G, Hong E. Indaeémgtroves motor function
in rats with chronic spinal cord injury. Basic Clin Pharmabaxicol. 2007;100(1):67-70.

Carli M, Prontera C, Samanin R. Effect of 5-HT1A agoniststoess-induced deficit in open
field locomotor activity of rats: evidence that this modigntifies anxiolytic-like activity.
Neuropharmacology. 1989;28(5):471-6.

Cazalets Jr, Sqalli-Houssaini Y, Clarac F. Activation e tentral pattern generators for
locomotion by serotonin and excitatory amino acids in neonatal rat. bPH@92;455:187-
204.

Clarac F, Vinay L, Cazalets JR, Fady JC, Jamon M. Rbigravity in the development of
posture and locomotion in the neonatal rat. Brain Res BrasnRv. 1998;28(1-2):35-43.

Collinson N, Dawson GR. On the elevated plus-maze the anxidikei effects of the 5-Hia
agonist, 8-OH-DPAT, but not the anxiogenic-like effects of BAEIT;5 partial agonist,
buspirone, are blocked by the 5-HTantagonist, WAY 100635. Psychopharmacology.
1997;132:35-43.

Deir6 TC, Manhaes-de-Castro R, Cabral-Filho JE, Barretoeilesl JM, Souza SL, Marinho
SM, Castro FM, Toscano AE, Jesus-Deird6 RA, Barros KM. &are delays the somatic
growth and reflex ontogeny in neonate rats. Physiol Behav. 2006383§24.

Erdeljan P, MacDonald JF, Matthews SG. Glucocorticoids arudosen alter glucocorticoid
receptor (GR) but not mineralocorticoid receptor (MR) mRNA levielsfetal mouse
hippocampal neurons, in vitro. Brain Res. 2001;896:130-6.

Eskow KL, Gupta V, Alam S, Park JY, Bishop C. The partial §3#A) agonist buspirone
reduces the expression and development of I-DOPA-induced dyskineata and improves
I-DOPA efficacy. Pharmacol Biochem Behav. 2007;87(3):306-14.

Evenden JL. The effect of 5-HT1A receptor agonists on locomotasitgdti the guinea-pig.
Br J Pharmacol. 1994;112(3):861-6.



60

Gerin C, Teilhac J, Smith K, Privat, A. Motor activity inéscrelease of serotonin in the
dorsal horn of the rat lumbar spinal cord. Neurosci Let. 2008;435:91-

Geyer MA. Serotonergic functions in arousal and motor activigha® Brain Res. 1996;73(
1-2):31-5.

Gramsbergen A, Geisler HC, Taekema H, van Eykern LA. Thieadion of back muscles
during locomotion in the developing rat. Brain Res Dev Brais. R899;112(2):217-28.

Hales CN, Barker DJP. The thrifty phenotype hypotesis. Br Bldd 1992;60:5-20.

Halford JC, Blundell JE. The 5-H{d receptor agonist CP-94,253 reduces food intake and
preserves the behavioural satiety sequence. Physiol BE@6,60(3):933-9.

Haller J, Leveleki C, Halasz J, Baranyi J, Makara GBe effect of glucocorticoids on the
anxiolytic efficacy of buspirone. Psychopharmacology (Berl). 2001;158&)94.

lizuka M, Nishimaru H, Kudo N. Development of the spatial patterrb-¢iT-induced
locomotor rhythm in the lumbar spinal cord of rat fetuses in vifteurosci Res. 1998;31.:
107-11.

Imeri L, Gemma C, De Simoni MG, Opp MR, Mancia M. Hypothalaseimtonergic activity
correlates better with brain temperature than with sleakewcycle and muscle tone in rats.
Neuroscience. 1999;89(4):1241-6.

Jacobs BL, Fornal CA. Serotonin and motor activity. Curr Opiarblaiol. 1997;7(6):820-5.

Jacobs BL, Fornal CA. Activity of serotonergic neurons in behavexgmals.
Neuropsychopharmacology. 1999;21:9S-15S.

Lauder, J.M. Neurotransmitters as morphogens. Prog Brain R&3, p. 365-87, 1988.

Lim LW, Temel Y, Sesia T, Vlamings R, Visser-Vandewall, Steinbusch HW, Blokland A.
Buspirone induced acute and chronic changes of neural activatioa petiaqueductal gray
of rats Neuroscience. 2008;155(1):164-73.



61

Lopes de Souza S, Orozco-Solis R, Grit I, Manhdes de CastioRfos-Jiménez F.
Perinatal protein restriction reduces the inhibitory actionesbtenin on food intake. Eur J
Neurosci. 2008;27(6):1400-8.

Lucas, A. Programming by early nutrition in man. Ciba Foundsyif91;156:38-50.

Majercsik E, Haller J, Leveleki C, Baranyi J, HalaszZRddgers RJ. The effect of social
factors on the anxiolytic efficacy of buspirone in male ratglemmice, and men. Prog
Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry. 2003;27(8):1187-99.

Matheson GK, Knowles A, Guthrie D, Gage D, Weinzapfel acBoourne JActions of
serotonergic agents on hypothalamic-pituitary-adrenal axis @citivthe rat.Gen Pharmacol.
1997;29(5):823-8.

McNaughton N, Panickar KS, Logan B. The pituitary-adrenal aats the different
behavioral effects of buspirone and chlordiazepoxide. Pharmacol éBiocBehav.
1996;54(1):51-6.

Myoga H, Nonaka S, Matsuyama K, Mori S. Postnatal developafiédmtomotor movements
in normal and para-chlorophenylalanine-treated newborn rats. NeResc1995;21:211-21.

Nakayama K, Nishimaru H, Kudo N. Developmental changes in Shytlyptamine-
induced rhythmic activity in the spinal cord of rat fetusesiiro. Neurosci Let.2001;307:1-4.

Nicolas LB, Klein S, Prinssen EP. Defensive-like behavinduced by ultrasound: further
pharmacological characterization in Lister-hooded rats. Psychopbtelogg (Berl).
2007;194(2):243-52.

Nishio H, Kasuga S, Ushijima M, Harada Y. Prenatal steesb postnatal development of
neonatal rats — sex-dependent effects on emotional behavioraanoh¢eability of neonatal
rats. Int. J. Devl. Neurosci. 2001;19:37-45.

Pflieger J, Clarac F, Vinay, F. Postural modifications aedronal excitability changes
induced by a short-term serotonin depletion during neonatal developmethieirat. J
Neurosci. 2002;22(12):5108-17.

Prut L, Belzung C. The open field as a paradigm to measurdfémtseof drugs on anxiety-
like behaviors: a review. Eur J Pharmacol. 2003;463:3-33.



62

Pruus K, Skrebuhhova-Malmros T, Rudissaar R, Matto V, Alliknet®-HT;5 receptor
agonists buspirone and gepirone attenuate apomorphine-induced aggressivabahadult
male Wistar rats. J Physiol Pharmacol. 2000;51:833-46.

Rajaofetra N, Sandillon F, Geffard M, Privat A. Pre- and maisti ontogeny of serotonergic
projections to the rat spinal cord. J Neurosci Res. 1989;22:305-21.

Riad M, Watkins KC, Doucet E, Hamon M, Descarries L. Agenidtced internalization of
serotonin-1A receptors in the dorsal raphe nucleus (autoreceptorsjobutippocampus
(heteroreceptors). J Neurosci. 2001;21(21):8378-86.

Treit D, Fundytus M. Thigmotaxis as a test for anxiolytit\waty in rats. Pharmacol Biochem
Behav. 1988;31:959-62.

Tunnicliff G, Eison AS, Taylor DP (eds). Buspirone Mechanisms @fidical Aspects.
Academic press, San Diego, 1991.

Vinay L, Brocard F, Clarac F. Differential maturation of wm¢urons innervating ankle
flexor and extensor muscles in the neonatal rat. Eur J Neu?089;12:4562-66.

Wallis DI. 5-HT receptors involved in initiation or modulation of wotpatterns:
opportunities for drug development. Trends Pharmacol Sci. 1994;15(8):288-92.

Walton KD, Lieberman D, Llinds A, Begin M, Llinas RR. Ideictition of a critical period
for motor development in neonatal rats. Neuroscience. 1992;51(4):763-67.

Westerga J, Gramsbergen A. The development of locomotioneimath Dev Brain Res.
1990;57:163-74.

Wistowska-Stanek A, Zienowicz M, Lehner M, Taracha E, Biski A, Maciejak P,
Skorzewska A, Szyndler J, Pfak A. Buspirone attenuates conditioned fear-induced c-Fos
expression in the rat hippocampdieurosci Lett. 2005;389(2):115-20.



63

Consideracoes Finais




64

5 Consideracdes finais

Este trabalho desenvolveu um novo sistema automatico de adalisgividade
locomotora em roedores. O novo sistema mostrou-se capaz de @ridsnmodificagdes na
locomogéo, decorrente do desenvolvimento das estruturas relacianastas A possibilidade
da analise automatica elimina vieses, devidos a intedieréo avaliador, sobre o estudo do
comportamento (Noldus, Spink, e Tegelenbosch, 2001; Dunne, O'Halloediy, K007),
permitindo boa reprodutibilidade e garantindo confiabilidade aos d&désh disso, sua
implantacdo requer baixo custo, podendo ser utilizado em laboratéripssguisas.
Entretanto, alguns parametros comportamentais da atividade laram@o puderam ser
avaliados pelo modelo proposto. Isto nos levar a buscar o apriem@amio sistema para a
incluséo desses parametros.

A manipulag&o cronica com buspirona alterou a evolucdo ponderal dossaremai
todas as doses utilizadas. Porém essas alteracdes focamsciitas as Ultimas semanas do
periodo de aleitamento. Este efeito ja foi observado por outroslhivabeealizados no
laboratério (Barros, 1999), corroborando com a hipdtese que a 5-HTemgareafluéncia
sobre a ingestdo alimentar, o que pode alterar o ganho de pekwdaBlundell, 1996).
Entretanto a acdo da buspirona sobre a ingestédo alimentar parecea depender da dose e
da duracéo do tratamento (Li e Luo, 1993; Barros, 1999).

No que concerne ao estudo da locomocdo, a manipulacdo farmacob@gica
buspirona apresentou alteracdes pontuais, e estas variaraniagéo ras doses utilizadas.
Outro trabalho do grupo, que utilizou este farmaco, também encongspaostas variaveis a
depender da dose utilizada (Barros, 1999). A buspirona é uma drogdtiaaseobpresenta
algumas caracteristicas peculiares (Carli, PronteraneaBin, 1989). Atua em dois sistemas
de neurotransmissores, serotoninérgico e dopaminérgico, no primaisogque no segundo
(Lima et al., 2002). No préprio sistema serotoninérgico, apresenta maior afnjokae os
receptores 5-Hia pré-sinapticos, do que para os pos-sinapticos (Anderer, Saletsgadk
Marqui, 2000).

Ao contrario do esperado, de forma geral, ndo foi observado dimindécaomocéao
com o tratamento cronico. Apenas a utilizacdo das doses mads loExouspirona (2,5 e 5
mg/Kg) alterou o padréo de evolucdo da locomocédo, no que gritcesos parametros de
imobilidade no campo. Este achado parece estar relacionado edeita bifasico ou em
forma de U do farmaco (McNaughton, Panickar, Logan, 1996; Wiste@tkaeket al.,

2005; Auclairet al., 2007). E, reducdo nos valores de poténcia meédia, aos 60 alias, f
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observada em todas as doses utilizadas. Esta alteracaelastanada ao tipo de célculo
utilizado no estudo da poténcia, que integra os valores de nuaipssaat, velocidade média e
tempo de parada. Apesar de separadamente ndo terem sido olsselifer@mcas nesses
parametros, a juncdo das pequenas mudancas presentes, resuttducéa da poténcia. O
tipo de avaliagdo utilizada ndo nos permite afirmar se esdacdo esta relacionada a
diminuicdo na capacidade fisica desses animais, ou se represahmnente, influéncia do
comportamento sobre a poténcia. A relevancia desta observagdwdato de que uma das
vantagens do uso da buspirona sobre outros ansioliticos (benzodiazegirdcag¥éncia de
efeitos desta sobre a musculatura (Tunnicliff, Eison e Taylor,, @@, Tunnicliff et al.,
1992).

A aplicagcdo aguda de buspirona reduziu a locomocgao, independente do tipo de
tratamento a que o animal tenha sido submetido no periodo de aleitaN@ai®Imente, é
observada reducéo na distancia percorrida e aumento no tempo dedadebno campo.
Reducdo da atividade locomotora, em decorréncia da aplicgcéila ae buspirona ja foi
observada em alguns trabalhos descritos na literatura (Angaslie e Shephard, 1997,
Majercsiket al., 2003; Nicolas, Klein e Prinssen, 2007; Léral., 2008). Esta reducdo pode
ser relacionada a um efeito sedativo da buspirona (Rtwals 2000) e/ou acdo na liberacéo
de glicocorticoides (Mathesaat al., 1997). O primeiro parece ser mediado via antagonismo
dos receptores D2 (Collinson e Dawson, 199uset al., 2000; Eskowet al., 2007), e 0
segundo por uma acgdo no eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPAglj&rdMacDonald e
Matthews, 2001; Andrewst al., 2004). Entretanto, considerando a metodologia empregada
neste estudo, ndo temos como distinguir qual acdo — sedativa ogdddeaglicocorticéide —
foi responsavel pela reducédo da locomocéao.

Nos animais tratados com a dose mais alta de buspirona (10 mgikghte o
aleitamento, a reducdo da distancia percorrida foi menor quandcaadapa apresentada
pelos animais que receberam salina no mesmo periodo. Sugerindo ténocexisde
“programacado serotoninérgica” sobre os mecanismos de contradeatadcdo. Esse tipo de
achado ja foi observado em outros trabalhos desenvolvidos pelo grupelag@o ao
comportamento alimentar (Da Silva, 2008). A manipulacdo neonétsita com buspirona
pode ter alterado, de forma permanente, a responsividade dqgsorese5-HT, a
estimulacao farmacologica, e dessa forma, alteradeee{ido de glicocorticéides promovida
pelo farmaco (Mathesomt al., 1997; Halleret al., 2001). Porém outros estudos séo

necessarios para a confirmagao desta hipétese.
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5.1 Perspectivas

Diante dos resultados obtidos neste trabalho, € possivel deligemas perspectivas:

» Aprimorar o sistema de analise da locomocédo, para permidiliagdo de alguns
parametros relacionados ao seu componente comportamental;

» Estudar os efeitos de drogas que atuem nos niveis globais de seratohbre o
desenvolvimento da locomocéao e a possibilidade da “programacéorseérgica”;

* Estudar, em diferentes intervalos de tempo, os efeitos danigthagdo aguda de

buspirona sobre a locomogao em animais adultos.
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Anexo A — Parecer da Comisséo de Etica em Expetagén Animal
(CEAA) da UFPE

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

fones:

Oficio n® 88/07 Recife, 04 de setembro de 2007

Da Comisséo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) da UFPE
Para: Prof. Raul Manhaes de Castro

Departamento de Nutrigdo - UFPE

Processo n°® 008864/2007-76

Os membros da Comiss@o de Etica em Experimentac&o Animal do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram a resposta de
V. Sa. referente ao primeiro parecer da CEEA sobre o projeto de pesquisa intitulado
“Tratamento neonatal com agonista 5-HT 44 : repercussdes sobre o desenvelvimento da
atividade locomotora em ratos normo ou hipernutridos”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizacdo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentagdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sdo adotadas como critérios de
avaliagdo e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 —
art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais
realizados.

Atenciosamente,
A
iof, llene Carneir Mﬁascrmenlo

ﬁ Presidente CEEA

UFPE

CCB: Integrar para desenvolver



